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ESTRUTURA POPULACIONAL, IDENTIFICACAO VIRAL E ESTUDO DE
COMPOSTOS QUIMICOS CUTICULARES EM ABELHAS (HYMENOPTERA,
APINAE)

Autora: Candida Beatriz da Silva Lima

Orientador: Dr. Carlos Alfredo Lopes de Carvalho

RESUMO: As abelhas formam um dos mais importantes grupos de polinizadores
e suas populacbes estdo sofrendo declinio nos ultimos anos. Vérios fatores séo
apontados como causadores desse fendbmeno, sendo a perda da diversidade de
populacdes e o acometimento da saude dos enxames de abelhas alguns destes.
Com a finalidade de contribuir para o entendimento desses fatores, este trabalho
objetivou avaliar e caracterizar populacdes de Melipona subnitida do Nordeste
brasileiro e M. fasciculata do Estado do Piaui, pesquisar a presenca do virus
deformador das asas das abelhas (DWV) em populac¢des de M. fasciculata e Apis
mellifera residentes nesse Estado e caracterizar o perfil de hidrocarbonetos em
espécies do género Melipona. As populacdes de M. subnitida do estado do Piaui
apresentaram divergéncia na forma e tamanho de asa em relacdo as populacées
dos demais Estados. As populacdes de M. fasciculata apresentaram variacao
entre forma e tamanho. A presenca do virus DWV foi detectada em todas as
amostras de M. fasciculata e A. mellifera do estado do Piaui. Os resultados de
perfis de hidrocarbonetos cuticulares mostraram diferencas entre as espécies do
género Melipona estudadas, confirmando que usam diferentes componentes
guimicos como auxiliares em suas principais atividades. Esses resultados
contribuem com novos conhecimentos sobre essas espécies, fornecendo
subsidios importantes a concientizacdo quanto a preservacdo de habitats

naturais, incentivo e educacao para criacao racional dessas abelhas.

Palavras-chave: Morfometria geométrica, desordem do colapso da colbnia,

abelhas-sem-ferrdo, DWV, hidrocarboneto cuticular.



POPULATION STRUCTURE, VIRAL IDENTIFICATION AND STUDY OF
CUTICULAR CHEMICAL COMPOUNDS IN BEES (HYMENOPTERA, APINAE)

Author: Candida Beatriz da Silva Lima

Adviser: Dr. Carlos Alfredo Lopes de Carvalho

ABSTRACT: Bees form one of the most important groups of pollinators and their
populations are declining in recent years. Several factors are pointed out as
causing this phenomenon, being the loss of diversity of populations and the health
effect of some bee swarms. In order to contribute to the understanding of these
factors, this work aimed to evaluate and characterize the populations of Melipona
subnitida of the Brazilian Northeast and M. fasciculata of the State of Piaui, to
investigate the presence of the virus of the wings of bees (DWV) in populations of
M. Fasciculata and Apis mellifera resident in that State and characterize the
hydrocarbon profile in species of the genus Melipona. The populations of M.
subnitida of the state of Piaui presented divergence in the form and size of the
wing in relation to the populations of the other States. The populations of M.
fasciculata presented variation between form and size. The presence of DWV
virus was detected in all samples of M. fasciculata and A. mellifera from the state
of Piaui. The results of cuticular hydrocarbon profiles showed differences among
the species of the genus Melipona studied, confirming that they use different
chemical components as auxiliaries in their main activities. These results may
contribute to the understanding of populations of the species studied, providing
important insights on the conservation of natural habitats, incentive, and education

for rational breeding of bee species.

Keywords: Geometric morphometrics, Colony Collapse Disorder, stingless bees,
DWYV, cuticular hydrocarbon.



REFERENCIAL TEORICO

1. Importancia das abelhas na polinizagao

A producdo agricola em paises desenvolvido € formada por 80% de
espécies dependentes da polinizagdo, quando comparada a produgdo em paides
em desenvolvimento (GARIBALDI et al., 2016). Estima-se que 5% a 8% da
producdo de culturas seja diretamente atribuida a polinizacdo animal com um
valor de mercado anual de US$ 235 milhdes a US$ 577 milhSes (FAO, 2014)
(valor ajustado em dolares em 2015) em todo o mundo (LAUTENBACH et al.,
2012).

A acdo prestada pelos polinizadores é fundamental para conservacao
ambiental e para producdo agricola (BIESMEIJER et al.,, 2006; POTTS et al.,
2010). Cerca de 75% da alimentacdo humana depende de plantas beneficiadas
pela polinizacdo (GARIBALDI et al.,, 2016). Entre os principais polinizadores
bidticos encontram-se as abelhas, estas sdo responsaveis por cerca de 80% da
polinizacdo de plantas do grupo das angiospermas (OLLERTON et al., 2011).

O uso de abelhas como polinizadores de importancia agricola passou a
ser explorado, no século XX, na America do Norte, onde as praticas agricolas
estavam em grande desenvolvimento (McGREGOR, 1976). Estudos que
contribuissem para o esclarecimento sobre a viabilidade do uso de abelhas
solitarias para polinizacéo de alfafa, macad e améndoas (PITTS-SINGER e CANE,
2011) também foram desenvolvidos nos Estados Unidos.

As interacdes entre planta e polinizador envolvem ganhos mutuos: os
animais (polinizadores) coletam alimentos, principalmente pdlen e néctar, e em
contrapartida contribuem para a reproducdo das plantas, formando frutos e
sementes. Estima-se que aproximadamente 300.000 espécies de plantas séo
beneficiadas com o servi¢o de polinizagdo (OLLERTON et al., 2011).

O papel das abelhas como polinizadoras na agricultura tem sido mais
evidenciado nas ultimas décadas, principalmente nos Estados Unidos e Canada,
com a viabilizacdo do uso de outras abelhas, como por exemplo as solitarias, para
polinizacdo de alfafa, maca e améndoas (PITTS-SINGER e CANE, 2011).



As abelhas, principais polinizadores da maioria das culturas agricolas e
silvestres, podem ter suas populagbes prejudicadas por inumeros fatores
(FREITAS et al., 2009). A perda de habitat vem sendo apontada como um desses
causadores do decrescimo de populacbes, a exemplo no Hemisfério Norte e
Europeu, onde um declinio de populactes de abelhas ja foi evidénciado (POTTS
et al., 2010).

As abelhas tem sofrido um declinio consideravel em suas populacdes em
todo o mundo, estando associado a varios fatores relevantes como, 0 uso
indiscriminado de produtos quimicos fitossanitarios em culturas agricolas, o
manejo inadequado das colbnias, abandono de apiarios por parte dos apicultores
e 0 aparecimento de doencas causadas por patdogenos e parasitas (AIZEN et al.,
2009; POTTS et al., 2010).

Estudos relatam que populagdes de Apis mellifera (principais
polinizadores manejaveis) estdo crescendo em ritmos mais lentos do que o
necessario para os servicos prestados por elas (AIZEN et al., 2009; GARIBALDI
et al., 2011; BECHER et al., 2014), sendo o mesmo constatado para populacdes
de abelhas nativas (CAMERON et a., 2011; UEIRA-VIEIRA et al., 2015; LOS
SANTOS et al., 2016).

O declinio das populacdes silvestres de polinizadores esta associado a
varios fatores, com destaque para a perda e fragmentacdo de habitats naturais
(POTTS et al., 2010). Associadas aos declinios das populacdes de abelhas
silvestres na ultima década, mortalidade sucessivas de colénias manejadas de A.
mellifera tem sido registradas nos Estados unidos (VANENGELSDORP et al.,
2007, 2008, 2010, 2011), e em alguns paises da Europa (LAURENT et al., 2015).

Os principais fatores que tem sido associado a esse declinio sao
estresses causados por patdégenos, manejo inadequado das colbnias, praticas
agricolas agressivas com 0 uso indiscriminado de agrotoxicos, ma nutricdo das
abelhas, competicdo por recursos com espécies invasoras e a combinacdo entre
estes fatores (VANENGELSDORP et al., 2009; MAUES et al., 2012).

Programas oficiais de levantamento sistematico da sanidade apicola,
associados a pesquisas com foco nas avaliacbes dos possiveis impactos da
fragmentacdo de habitats e das préaticas agricolas sobre as comunidades de

abelhas devem ser implementados com urgéncia para que se conhecam as



causas de enfraquecimentos e perdas de colonias de abelhas (PIRES et al.,
2016).

2. Abelhas sociais

As abelhas sociais destacam-se pelo habito de viverem formando col6nias
constituidas normalmente por uma rainha, que é responsavel pela postura de
ovos e coesdo da coldnia pela liberacdo de feromdnios, por dezenas de machos,
cuja funcdo € a fecundacdo da rainha e centenas de operarias, as quais
desempenham funcbes de construcdo e manutencdo da colbnia, coleta e
processamento de alimento, cuidados com a cria e defesa da colonia
(NOGUEIRA-NETO, 1997; MICHENER, 2000). Nesse grupo destacam-se as
abelhas eussociais, reunidas nas tribos Apini e Meliponini (MOURE, 2012;
CAMARGO e PEDRO, 2013), que se caracterizam pela formagdo de ninhos
perenes, além das demais caracteristicas acima citadas.

Apini possui um Unico género, Apis, composto por 11 espécies que
apresentam tamanho médio entre 1,2cm a 1,3cm, formam seus ninhos expostos
ou em cavidades pré-existentes e no Brasil esta representada por uma espécie, a
A. mellifera (SILVEIRA et al., 2002).

Meliponini retne as abelhas-sem-ferrdo e suas espécies estdo
distribuidas em 60 géneros (MICHENER, 2000; SILVEIRA et al., 2002;
RASMUSSEN e CAMERON, 2010). Caracterizam-se por apresentarem tamanho
que varia de 0,6cm a 1,5cm, seus ninhos sdo construidos em cavidades pré-
existentes (ninhos abandonados de cupins e formigas, ocos de arvores, etc.) ou
ninhos expostos (SILVEIRA et al., 2002, CARVALHO et al., 2014).

A espécie A. mellifera € apontada como polinizador de importancia
mundial (IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2012) destacando-se como um dos mais
efetivos polinizadores e com maior nimero de interacdes com plantas (KLEIN et
al.,, 2007). Em abelhas do género Melipona os servicos de polinizacdo tem
demonstrado potencial em diversas culturas, e principalmente em polinizagao por
vibragdo (NUNES-SILVA et al., 2010).



2.1. Apis mellifera Linnaeus, 1758

Apis mellifera é representada por 10 subespécies na Europa, 12
subespécies na Africa e sete subespécies na Asia (ALATTAL et al., 2014). As
subespécies de A. mellifera apresentam caracteristicas comportamentais e
morfolégicas diferentes (TOFILSKI, 2008), caracterizam-se por viverem em
coldnias numerosas, e devido aos interesses econdmicos elas séo consideradas
como as “rainhas dos insetos” (WINSTON, 1991).

No Brasil, A. mellifera € um polihibrido formado pelas subespécies
europeias (A. mellifera mellifera, A. mellifera ligustica, A. mellifera caucasica e A.
mellifera carnica) e africana (A. mellifera scutellata) (RANGEL et al., 2016). Na
busca de ressaltar a sua agressividade, os americanos criaram o termo “killer
bee” (abelhas assassinas), e mais tarde criou-se o termo “Africanizadas” (BREED
et al., 2004).

Apresentando ciclo de vida mais curto, comportamento agressivo,
tendéncia a enxameacdo e rapido crescimento populacional, a abelha
africanizada se assemelha mais as abelhas africanas (DE JONG, 1996). Devido a
esses fatores comportamentais a abelha africanizada ocasionou inicialmente um
grande impacto na apicultura (GONCALVES, 1992).

Os desenvolvimentos de novas técnicas de manejo e de estudos sobre
biologia, comportamento e melhoramento permitiram que a apicultura brasileira
passasse por melhorias nas préaticas apicolas com as abelhas africanizadas
(IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2012).

2.2. Melipona spp.

Além das africanizadas, as abelhas do género Melipona também
apresentam potencial ecbnomico e importancia ecoldgica nos servicos ambientais
(VENTURIERI et al.,, 2015). As Espécies de Melipona sao consideradas
importantes polinizadores de varias plantas cultivadas (DINIZ e BUSCHINI, 2016)
e nativas, contribuindo para a polinizacdo de 30% a 90% dessas espécies
vegetais a depender do ambeinte (KERR, 1997; MARTINS et al., 2015; POTTS et
al., 2016).



A criagdo racional de abelhas-sem-ferrdo €& conhecida como
meliponicultura, tem como finalidade a exploracdo dos produtos da colmeia, a
preservacido de espécies (VILLAS-BOAS, 2012), e a criacdo tradicional onde as
abelhas sdo mantidas e criadas em corticos (troncos onde as fomam colbnias
nidificadas) com finalidade de lazer e preservacao ambiental (NOGUEIRA- NETO,
1997).

A manutencgao de colbnias dessas abelhas em diferentes regides tem sido
comprometida uma devido a falta de acfes voltadas a preservacao e conservacao
das espécies nativas principalmente aquelas encontradas na regido Neotropical
(MOURE, 2012). Nos diferentes biomas brasileiros, espécies de abelhas-sem-
ferrdo se destacam, especialmente ao nivel da agricultura familiar. Dessa forma,
no Nordeste do Brasil algumas espécies de Melipona se destacam devido a sua
produtividade, tais como, M. asilvai, M. fasciculata, M. quadrifasciata, M.

scutellaris e M. subnitida.

2.2.1. Melipona asilvai Moure, 1971

Conhecida popularmente como munduri, papa terra ou rajada, M. asilvai
ocorre nos estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Espirito Santo, Minas Gerais,
Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe (CAMARGO e
PEDRO, 2013), associada a habitats de mata seca, caracteristicos do Bioma
Caatinga (SIQUEIRA, 2005; SOUZA et al., 2009). Esses dultimos autores
caracterizaram o comportamento dessa espécie como timido e com habito de
coletar grande quantidade de solo para a vedacao das fendas nos seus ninhos.

No Estado da Bahia esta espécie ja foi observada visitando flores de Sida
galheirensis (Malvaceae), Ziziphus cotinifolia (Rhamnaceae), Cardiospermum
corindum (Sapindaceae), Solanum paniculatum (Solanaceae) (AGUIAR, 2003) e
Helianthus annuus (Asteraceae) (MACHADO e CARVALHO, 2006). De Melo et al.
(2013) também observaram-a visitando flores de Byrsonima gardneriana
(Malpighiaceae), Copaifera coriacea (Caesalpiniaceae), Mimosa xiquexiquensis
(Mimosaceae). Lorenzon et al. (2003) relataram que na Serra da Capivara (Piaui)

esta espécie visita Ruellia paniculata (Acanthaceae), Gomphrena mollis



(Amaranthaceae), Loxopeterygium gardnerii (Anacardiaceae), Erythroxylum
nummularia (Erythroxylaceae) e Chamaecrista flexuosa (Caesalpiniaceae).

A munduri possui potencial para producdo de mel que varia entre 1,0 a 1,5
litros/caixa/ano. O podlen coletado por essa abelha tem potencialidade de ser
usado como fonte de alimento protéico, a cera que pode ser usadas em
artesanatos e a geoprépolis que também podem ser explorados, mas merecem

ainda maiores estudos sobre sua composicao e uso (SOUZA et al., 2009).

2.2.2. Melipona fasciculata Smith, 1854

Conhecida como tilba ou urucgu-cinzenta, M. fasciculata € uma espécie
criada com sucesso na sua area de ocorréncia, a qual abrange os biomas de
Mata Atlantica e Cerrado, com destaque de criacdo para regido Nordeste do
Estado do Para e (CAMARGO e PEDRO, 2013, VENTURIERI et al., 2015).

Suas colbnias sdo compostas por cerca de 1.000 operérias, os machos em
algumas épocas sado produzidos em abundancia e sua principal tarefa é de
fecundar as rainhas virgens durante o vdo nupcial (PEREIRA, 2012). A tradicional
criacdo dessa espécie da-se principalmente para a exploracdo de mel
(VENTURIETI et al., 2003).

Além de producdo de mel, a tilba também pode ser utilizada para a
polinizacdo por vibracdo (VENTURIERI et al., 2015; NUNES-SILVA et al., 2013).
Cerca de 79 espécies de plantas ja foram identificadas sendo visitadas por M.
fasciculata, e sua criacdo com manejo migratério em processo de recuperacao
floristica vem sendo desenvolvido (PEREIRA, 2012).

Na Baixada Maranhense esta espécie foi observada visitando flores de:

Astrocaryum sp. (Arecaceae), Cassia occidentalis, Cassia sp. (Fabaceae),

Combretum sp. (Combretaceae), Gustavia augusta (Lecythidaceae), Mimosa

caesalpiniifolia (Fabaceae), Mouriri acutiflora (Melastomataceae), Myrcia cuprea
(Myrtaceae), Neptunia plena (Fabaceae), Attalea speciosa (Arecaceae), Ouratea
castanaefolia (Ochnaceae), Tibouchina sp. (Melastomataceae), Senna alata
(Fabaceae), Solanum sp., S. grandiflorum, S. Jamaicense (Solanaceae), e
Spondias sp. (Anacardiaceae) (CARVALHO et al., 2016).



Na regido de sua ocorréncia essas abelhas chegam a produzir em média
3,5 litros/caixa/ano de mel (VENTURIERI et al., 2015), sdo consideradas de
manejo relativamente simples e adaptam-se facilmente a caixas de madeira e

ambientes fechados como casas de vegetacao (SLAA et al., 2006).

2.2.3. Melipona quadrifasciata Lepeletier, 1836

Melipona quadrifasciata apresenta duas subespécies: M. quadrifasciata
anthidioides e M. quadrifasciata quadrifasciata (WALDSCHMIDT et al., 2002;
CAMARGO e PEDRO, 2013). Conhecida popularmente por mandacaia, no
territorio brasileiro € encontrada ao longo da costa, nos estados de Mato Grosso
do Sul, Minas Gerais, Parana, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro, Santa Catarina,
Sao Paulo (AIDAR, 2011; CAMARGO e PEDRO, 2013).

Esta espécie é caracterizada por coloracdo negra medindo cerca de 11mm
de comprimento, suas colénias possuem entre 500 a 900 individuos (GUIBU et
al., 1988). Seus ninhos sdo construidos em cavidades e possuem a entrada
ornamentada com estruturas raiadas feitas de batume, uma mistura de barro e
prépolis (NOGUEIRA-NETO, 1997).

GUIBU et al. (1988) verificaram que as familias vegetais mais visitadas por
esta espécie, para a coleta de pélen e néctar foram Leguminosae,
Melastomataceae, Myrtaceae e Solanaceae. Na regido do Reconcavo Baiano,
Carvalho et al. (2009) observaram, a partir de analise polinica do mel, que
Mimosaceae, Myrtaceae e Solanaceae, foram as familias botanicas que
contribuiram de forma significativa na formacéo do mel e producéo polinifera.

O mel produzido pela mandacaia é procurado pelo seu sabor agradavel, e
sua producao pode chegar entre 1,5 L e 2,0 L de mel em épocas de boa florada
(WALDSCHMIDT et al.,, 2002). No entanto, as mudancas ecoldgicas, expansao
agricola e urbana, queimadas, mudancas climaticas e o uso desordenado de
agrotoxico no campo, colocou a abelha mandacgaia em ameaga de extingdo na
regido de Caatinga (WALDSCHMIDT et al.,, 2002; MORETTO e ARIAS 2005;
ARAUJO et al., 2016).



2.2.4. Melipona scutellaris Latreille, 1811

Melipona scutellaris, popularmente conhecida como urugu, encontra-se
restritamente distribuida a uma area que abrange Alagoas, Bahia, Ceard, Paraiba,
Pernambuco, Rio Grande do Norte e Sergipe (CAMARGO e PEDRO, 2013).

Seus ninhos séo construidos basicamente de cera pura ou cerume (cera,
propolis e barro), a entrada é formada com barro e prépolis moldando em forma
de estrias ou sulcos (KERR et al., 1996). A populacdo em uma colonia de M.
scutellaris compreende cerca de 400 a 600 individuos (LINDAUER e KERR,
1960), medem entre 10 a 13mm de comprimento e apresenta massa corporal de
60 a 80mg. Essas caracteristicas a definem como uma das maiores abelhas do
género Melipona (KERR et al., 1996).

Apresenta importancia ecoldgica oferecendo amplo beneficio a agricultura
por meio da polinizacdo de diversas espécies vegetais: Psidium guajava
(Myrtaceae), Talisia esculenta (Sapindaceae) (CASTRO, 2002; IMPERATRIZ-
FONSECA et al., 2006); Persea americana (Lauraceae), (CASTRO, 2002);
Grewia asiatica (Malvaceae), Euterpe oleracea (Arecaceae), Paulinia cupana
(Sapindaceae) (CASTRO, 2002); Syzygium jambos (Myrtaceae), Eriobotrya
iaponica (Maloideae) (IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2006); Capsicum annum
(Solanaceae) (ROSELINO et al., 2010).

A producdo de mel de M. scutellaris é de 2,5 a 3,0 litros/colénia/ano,
podendo chegar a produzir uma média de até 10 litros/colénia em épocas
favoraveis. Esse mel é considerado medicinal, rico em principios antibacterianos
(MARTINS et al., 2011). No nordeste brasileiro, a criacdo desta espécie é
considerada uma alternativa como atividade sustentavel em areas rurais
fornecendo um complemento de renda para diversas familias (CARVALHO-ZILSE
et al., 2009).

2.2.5. Melipona subnitida Ducke, 1910
Melipona subnitida ou abelha jandaira, ocorre em diversas regides do

Nordeste como os Estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhdo, Paraiba,
Pernambuco, Piaui e Rio Grande do Norte (CAMARGO e PEDRO, 2013). Apesar



desses autores citarem a ocorréncia da espécie também no Estado de Sergipe,
incursbes a campo nao confirmaram esse registro (Informacdo Pessoal do Dr.
Edilson Divino de Araugjo, 2017). Trata-se de uma das principais espécies de
abelhas-sem-ferrdo de interesse econdmico nesses Estados (JAFFE et al., 2015;
KOFFLER et al.,, 2015), apresentando mel de alto valor comercial e de boa
qualidade (LOPES et al., 2007).

A jandaira é um meliponineo tipico do sertdo, de facil manejo, criado com
fins lucrativos, o que tem contribuido para a sua conservacdo (MENEZES, 2006).
A criacdo dessa abelha pode ser considerada sustentavel, pois inclui a
restauracdo ambiental por meio da preservacdo e plantio de arvores, que servem
de locais para a sua de nidificacdo (CAMARA et al., 2004).

Nidificam preferencialmente em espécies vegetais como a imburana
(Commiphora leptophloeos) e catingueira (Poincianella pyramidalis) (MARTINS et
al., 2004), e mostrou eficiéncia na polinizacdo de Capsicum annuum (Solanaceae)
em ambiente protegido (CRUZ et al.,, 2013) e Mimosa gemmulata (Fabaceae)
(SILVA et al., 2006). A preferéncia dessa abelha por algumas espécies vegetais
nativas para forrageamento também mostram certa restricdo, mesmo em
ambiente rico em diversidade (SILVA et al., 2006), tornando a espécie sensivel ao
desmatamento e reduzindo a sua dispersao (NEVES et al., 2002).

Em colbnias consideradas fortes, com populacdo em torno de 1.000
abelhas, é possivel obter producdo média de mel de 1,5 a 2,5 litros/caixa/ano
(FREITAS et al, 2010). O seu mel é considerado muito saboroso e com
atribuicbes terapéuticas, sendo bastante procurado no mercado regional
(ALMEIDA-MURADIAN et al., 2013).

3. Estudos populacionais em abelhas

Apesar da importancia das abelhas-sem-ferrdo, o0 crescimento das
atividades humanas com a exploracdo e a degradacdo de &reas naturais tem
reduzido notoriamente essas populacdes e a polinizacdo em diversas partes do
mundo (BROWN e PAXTON, 2009). Dada a importancia das espécies de abelhas,
os estudos sobre suas populagcdes, podem trazer informagdes importantes uma

vez que discrimina e identifica diferencas e semelhancas entre as colonias nas
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diferentes localizagbes geograficas de sua distribuicdo (LIMA-JUNIOR et al.,
2012; KOCA et al., 2013; LIMA et al., 2014, 2015; ARAUJO et al., 2016).

A identificacdo da diversidade especifica, dos impactos causados pela
pressdo negativa da atividade humana, das doencas, da acdo do tempo, do
aprimoramento na identificacdo de espécies, dos estudos genéticos no ambito de
criar a definicdo de estrategias para conservacao de populages das abelhas, do
entendimento entre os beneficios prestados por abelhas e outros polinizadores
sdo estratégias que necessitam ser priorizadas para ajudar compreender o
impacto no declinio desses polinizadores (BROWN e PAXTON, 2009; Rader et al.,
2016).

Devido a grande diversidade de espécies e a falta de dados sobre a sua
distribuicdo geogréfica torna-se um problema mensurar o declinio desses
polinizadores (BROWN e PAXTON, 2009). Ferramentas que ajudem nos estudos
de identificacdo e avaliacao das populacdes de abelhas vém sendo desenvolvidas
e aplicadas, e contribuindo com atividades que possam direcionar as
caracterizacdes das populacdes de abelhas ainda pouco conhecidas (FRANCOY
e IMPERATRIZ-FONSECA, 2010).

Estudo tem relacionado o conhecimento sobre populacdes de abelhas,
utilizando o SIG (Sistema de Informacdes Geogréficas) associado a variaveis
ambientais, permitindo identificar impactos causados pela acdo do tempo em
espécies de Melipona (BROWN e ALBRECHT, 2001). A avaliacdo entre fatores
diretos como recursos alimentares, recursos de nidificacdo e riscos acidentais
(ROULSTON e GOODELL, 2011) e indiretos como as mudancas climéticas
(GOULSON et al., 2015) caracterizam populacdes de abelhas afetadas por esses
fatores.

Andlise sobre perturbacdes causadas pela acdo humana (WINFREE et al.,
2009), ninhos armadilha (SILVA et al., 2009), estudo do DNA mitocondrial
(FRANCOY et al., 2009), estudos de variabilidade intra e interespecificas de
hidrocarbonetos cuticulares (NASCIMENTO e NASCIMENTO, 2012), morfometria
associada ao comportamento da abelha (SOUZA et al., 2016) e morfometria
geomeétrica aplicada a estudos populacionais em abelhas sdo importantes para

identificar riqueza de diversidade em espécies e por contribuir no entendimento de
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estrutura das populagbes de abelhas (FRANCOY e IMPERATRIZ-FONSECA,
2010, NUNES et al., 2013).

Nesse sentido, a morfometria geométrica vem sendo amplamente utilizada
por ndo se limitar a variacbes maiores entre espécies, mas, variacdes
intraespecificas que permitem identificar a origem das coldnias, discriminar
colénias de diferentes localidades com eficiéncia no rastreamento geografico e
classificar colénias de uma espécie de abelha quando localizadas em diferentes
paises (FRANCOY et al., 2008; 2011).

Todas essas ferramentas sdo empregadas com o objetivo de contribuir com
a avaliacdo da biodiversidade e caracterizacdo das populacbes de abelhas de
uma determinada regido para fornecer informagdes sobre migragéo, colonizacao,
fragmentacao de habitats e principalmente conservacéo da biodiversidade.

As abelhas tem sofrido um declinio consideravel em suas populacées em
todo o mundo, estando associado a varios fatores relevantes como, 0 uSo
indiscriminado de produtos quimicos fitossanitarios em culturas agricolas, o
manejo inadequado das coldnias, abandono de apiarios por parte dos apicultores
e 0 aparecimento de doencas causadas por patdégenos e parasitas (AIZEN et al.,
2009; POTTS et al., 2010).

3.1. Morfometria geométrica

A morfometria geométrica € uma ferramenta de estudo quantitativo,
definido pelas configuragcdes de marcos anatdmicos, que se caracterizam como
pontos correspondentes em cada objeto entre e dentro das popula¢gbes (DRYDEN
e MARDIA, 1989). Além disso, as distancias existentes entre 0S marcos
anatbmicos nesse método sdo determinadas por meio de coordenadas
cartesianas fornecendo informacfes precisas sobre a sua posi¢do relativa e
permitindo a reconstrucéo da imagem estudada (FORNEL, 2012).

Entre os métodos diretos utilizados, se destaca a utilizacdo de marcos
anatdbmicos que representam as formas de uma maneira compreensiva por meio

de dados numéricos e possibilita a utilizacdo de varios testes estatisticos como,
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Andlise de Componentes Principais (ACP), Andlise de Variaveis Canbnicas (AVC),
Anélise Discriminante e Analise de Agrupamento (DI MARE e CORSEUIL, 2004).

A vantagem do uso das coordenadas cartesianas dos marcos anatdémicos
em relacdo a medidas lineares, é que estas incluem informacdo sobre as
posicdes relativas, e deste modo permitem a reconstrucdo da forma estudada
(ROHLF e MARCUS, 1993). Utilizando as grades de deformacdo é possivel
identificar a regido da imagem que mais contribuiu para a discriminagédo da
populacao (TOFILSKY, 2009).

As coordenadas cartesianas sdo utilizadas para que as ferramentas
estatisticas, como a ACP, possam detectar padrbes entre individuos, onde o
primeiro componente contém o maximo possivel de variacdo dos dados originais,
nao formando um grupo a priori (MONTEIRO e REIS, 1999).

Os primeiros estudos com morfometria geométrica em abelhas utilizando
padrbes de venacdo foram propostos utilizando uma estimativa generalizada de
herdabilidade baseado na forma da asa em A. mellifera (MONTEIRO et al., 2002).
Investigacdes utilizando a mortometria geométrica também foram realizadas para
identificar variacbes morfolégicas entre populacfes de abelhas africanizadas e
subespécies ancestrais (FRANCOQY et al., 2006, 2008). A partir de caracteristicas
das asas e da corbicula de A. mellifera Lepeletier provenientes de cinco regifes
do Brasil foi possivel observar a diferenca significativa entre as populacdes em
uma formacédo de grupos de acordo com a regido geografica de cada populagéo
(NUNES et al., 2012).

Em abelhas-sem-ferrdo, um dos primeiros trabalhos realizados utilizando
morfométria geométrica identificou diversidade entre duas populacdes de Plebeia
remota (FRANCISCO et al., 2008). A técnica também foi eficiente na
discriminacdo de populacdes de Nannotrigona testaceicornis (MENDES et al.,
2007).

Em operérias de M. beecheii originadas de diferentes localidades México,
Guatemala, El Salvador, Nicardgua e Costa Rica, foi possivel por meio dessa
ferramenta, realizar o rastreamento da origem geografica dessa espécie
(FRANCOQY et al., 2011). Além disso, em M. subnitida, a utilizagdo da morfometria
geomeétrica, possibilitou a separacdo de populagdes em diferentes localidades do

Brasil a partir de coordenadas cartesianas (BONATTI et al., 2014) bem como para
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Scaptotrigona mexicana (HURTADO-BURILLO et al.,, 2016) e M. quadrifasciata
(ARAUJO et al., 2016).

A aplicacdo de ferramentas como a morfometria geométrica, para
avaliacdo, caracterizacdo e descricdo de distribuicdo das populacdes ja €
efetivamente consolidada contribuindo com informacdes que ajudam na definicdo
de planos de manejo, estratégias de conservacao e preservacao de espécies de
abelhas (NUNES et al., 2008; BONATTI et al., 2014; LIMA et al., 2014).

A ampla utilizacdo da morfometria geomeétrica nas trés ultimas décadas
implicou no desenvolvimento de diversos programas para computadores e estes
sdo disponibilizados gratuitamente facilitando o uso da técnica e tornando-a uma
ferramenta mais consistente (KLINGEMBERG, 2015). Além dos estudos
populacionais outros aspectos da ecologia e comportamento das abelhas tem
sido objeto de investigacdo, como por exemplo, a comunicacdo quimica e as

patologias associadas a esses insetos.

4. Hidrocarbonetos cuticulares em abelhas

A comunicacao € um critério essencial para a manutencao da integridade
das sociedades de insetos (WILSON, 1971). Os insetos conseguem detectar,
discriminar e reagir diante uma gama de compostos quimicos transmitidos por
fontes bidlogicas que podem ser evidenciadas por orgdos de deteccdo de
estimulos olfativos (SCHNEIDER, 1964).

Os hidrocarbonetos cuticulares sao lipidios presentes na camada mais
externa da cuticula dos insetos que tem como fungdo primaria a
impermeabilizacdo do tegumento, evitando a dessecacao e agindo como barreira
contra patégenos (LOCKEY, 1988). Outras funcdes desses compostos sdo o
reconhecimento intra e interespecifico (HOWARD e BLOMQUIST, 2005),
diferenciacdo sexual, e de castas (NUNES et al., 2009), diferenciacdo de
atividade desenvolvidas no interior da colénia e reconhecimento inter e intra-
colonial (NASCIMENTO e NASCIMENTO, 2012).

Os conhecimentos sobre as caracteristicas dos hidrocarbonetos
cuticulares em meliponineos vém crescendo nos Ultimos anos gracas as

descobertas de novas técnicas de extracdo e analise quimicas (FERREIRA-
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CALIMAN et al., 2010). A cromatografia gasosa associada a espectrometria de
massa (CG-MS) tem sido amplamente utilizada (LANCAS, 2009) e, juntamente
com o estudo do comportamento, vem fornecendo subsidios para o entendimento
dos aspectos sociobiolégicos desses insetos (MARTIN et al., 2012).

Alguns estudos sobre hidrocarbonetos cuticulares mostraram-se
promissores na identificacdo de populacdes distintas em Plebeia remota
(FRANCISCO et al., 2008) e M. marginata (FEREIRA-CALIMAN et al., 2012).

Em Meliponini, os hidrocarbonetos foram relacionados a especificidade
das interacdes entre plantas e a diversidade quimica aplicando uma analise de
rede para ambos os niveis (LEONHARDT et al., 2011). Outra investigacao foi
realizada para detectar os efeitos dos componentes de hidrocarbonetos
cuticulares produzidos endogena e ambientalmente adquiridos em abelhas-sem-
ferrdo que mostra a aceitacdo de todos os individuos da mesma espécie e a
rejeicdo congénita ndo especifica e cada abelha heterospecifica (SEPTANIL et
al., 2012).

Por meio da analise de hidrocarbonetos cuticulares foi possivel
caracterizar a composicdo de espécimes diploides e haploides de M.
quadrifasciata (BORGES et al., 2012). Um levantamento a partir de estudos ja
realizados avaliou se existiam padrdes entre perfis de machos de abelhas-sem-
ferrdo que se agregavam com espécies proximas ou distantes e também se perfis
de hidrocarbonetos nesses machos revelavam quaisquer semelhancas quimicas

entre seus odores masculinos (SANTOS et al., 2015).

5. Patologia em abelhas

As abelhas séo alvo de varios patégenos, como bactérias, fungos e virus,
além de parasitas como acaros, nematodides, insetos endoparasitas, amebas,
acometendo desde larvas a individuos adultos (ELLIS e MUNN, 2005; RIBIERE et
al., 2008). Uma das principais causas de morte nas abelhas esta ligada a
ocorréncia de diversos virus (FREIBERG et al., 2012).

A maioria dos virus encontrados em abelhas sdo conhecidos ha cerca de
50 anos e foram considerados inofensivos até 1980, quando o acaro Varroa

destructor se tornou um problema generalizado e considerado um dos principais
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transmissores dos virus, desde entéo, foram descobertos cerca de vinte virus de
fita simples de RNA em abelha e a maioria deles tem associagdo com 0s acaros
Varroa, que atuam como vetor fisico ou biolégico (Kevan et al., 2006). Esses virus
sao pertencentes as familias Discistroviridae e Iflaviridae e ja foram identificados e
caracterizados para abelhas do género Apis, ameacando a saude e o bem-estar
desses individuos (CHEN et al., 2006; COX-FOSTER et al., 2007).

Os virus de fita simples podem ser do tipo DNA (fsDNA) ou do tipo RNA
(fsRNA), sendo que os compostos por uma fita simples de RNA podem ser
caracterizados por ter a mesma orientacdo mRNA, denominado genoma de
polaridade positiva ou de fita simples e outro com orientacdo inversa do mRNA
chamado de polaridade negativa (FIELDS et al., 2005).

Virus de RNA de cadeia simples e polaridade positiva sdo caracterizados
por um genoma de cinco até 30 Kb (pares de base) e, em geral, os genomas sdo
traduzidos em proteinas na primeira etapa da transcricdo; o virus de RNA de
cadeia simples e polaridade negativa apresentam genomas que variam entre 10 a
20 Kb de extensdo, e como estdo no sentido negativo ndo sao traduzidos
diretamente e por isso necessitam da polimerase ou replicase para realizar a
transcricao do genoma (FIELDS et al., 2005).

Entre os virus de RNA os relacionados com mortalidade das abelhas séo:
virus da paralisia aguda (Acute Bee Paralysis Virus - ABPV) (GOVAN et al., 2000),
virus realeira negra (Black Queen Cell Virus — BQCV) (LEAT et al., 2000), virus da
paralisia crénica (Chronic Bee Paralysis Virus - CBPV), virus deformador da asa
(Deformed Wing Virus - DWV) (TENTCHEVA et al., 2006), virus israelense da
paralisia aguda (Israel Acute Paralysis Virus — IAPV) (MAORI et al.,, 2007b),
Kashmir virus (Kashmir Bee Virus - KBV) (GENERSCH, 2010) e virus da cria
ensacada (Sacbrood Virus - SBV) (FEIBERG et al., 2012).

Dentre estes, o virus DWV tem sido intensivamente investigado, por ser
umas das viroses que mais infesta as abelhas e esta na lista dos fatores
responsaveis pelo desaparecimento de colénias em todo mundo, devido a
interacdo da sua transmissao através do acaro Varroa destructor (DE MIRANDA e
GENERSCH, 2010; MARTIN et al., 2013).

O DWV foi detectado pela primeira vez em abelhas do género Apis em

diversas partes do mundo e em Bombus terrestris (Linnaeus, 1758) que nao
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apresentam infestacéo por acaro V. destructor (GENERSCH e AUBERT, 2010). O
DWYV recebe este nome pelo sintoma caracteristico que causa nas abelhas, a
deformacdo de suas asas ou o mau desenvolvimento nas abelhas recém-
emergidas (DE MIRANDA e GENERSCH, 2010).

Além da transmisséo pelo acaro V. destructor (MIRANDA e GENERSCH,
2010), o DWV, pode ser verticalmente transmitido para as operéarias através das
rainhas infectadas por seus genitores ou por zangdes no acasalmento, gerando
uma prole contaminada com o virus (CHEN et al.,, 2006; YUE et al., 2007). A
transmissdo de DWV também pode ocorrer através de trofalaxia para as larvas
(YUE e GENERSH, 2005).

A transmisséao do virus por meio do &caro ocorre na fase de pupa, quando
os olhos ainda estdo brancos e as asas nao foram estendidas (YUE e
GENERSCH, 2005; CRUZ-LANDIM, 2008). Quando as abelhas sobrevivem a
infecgao inicial, elas desenvolvem asa deformada, reducdo no tamanho do
abdomem e descoloracéo cuticular (YUE e GENERSCH, 2005).

Em A. mellifera, na auséncia de V. destructor, a infeccdo € assintomatica
(YUE e GENERSCH, 2005) por outro lado col6nias infestadas com o &caro
apresentam niveis virais elevados como perdas de colénias, comprometimento do
desenvolvimento pupal e operéarias sintomaticas (RYABOV et al., 2014).

As infec¢Bes virais em abelhas estdo diretamente associadas ao declinio
de colonias em abelhas A. mellifera (LEAL et al., 2010). E recentemente Ueira-
Vieira et al. (2015) relataram a presenca do virus ABPV em populacbes de
abelhas-sem-ferrdo do Género Melipona no Brasil.

Estudos que envolvam a patogénese e imunidade em abelhas podem
contribuir significativamente para uma melhor compreensdo sobre a acdo dos
virus nesses insetos, bem como, sobre a concepcado de medidas de controle
adequadas para as populagdes em risco de infeccdo (BAILEY et al., 1981). Com a
aplicacdo de técnicas moleculares é possivel o diagnostico desses virus,
principalmente, em abelhas adultas revelando infecgbes simples ou multi virais
(MARTIN et al., 2013; MORDECAI et al., 2015).

A reacdo em cadeia polimerase (PCR) fornece diagnostico rapido e
confidvel na deteccéo de agentes etiologicos causadores de doencas em abelhas
(GOVAN at al., 1999; DE GRAAF et al., 2008). A técnica multiplica um trecho
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especifico do DNA a partir de um fragmento do material biologico, até um ponto
que sua concentracdo seja tdo alta que possa ser facilmente detectavel por
meétodos simples e classicos de separacao e identificacdo de substancias. Como
no caso da eletroforese em gel de agarose, possibilitando, assim, a verificacdo da
presenca ou auséncia do material nucléico especifico (PICCINI et al., 2002; RYBA
et al., 2009).

A PCR monoespecifica é utilizada na diagnose de acidos nucleicos
especificos em materiais biologicos (BAKONY!I et al., 2003), contudo, tratando-se
de deteccdo de multiplos materiais gendmicos, essa técnica mostra-se um tanto
precéria devido a grande demanda de realizac6es de reacbes (PICCINI et al.,
2002).

Os dois principais tipos de PCR baseiam-se em PCR convencional ou
semiqualitativo e o gPCR, RT-q PCR qualitativo: o primeiro € caracterizado pela
presenca ou auséncia de padrbes de bandas especificas para o fragmento
amplificado e desejado (primers utilizados) os quais s&o visualizado por
eletroforese, ja4 o PCR quantitativo (QPCR), permite estimar a quatidade de acido
desoxirribonucleico (DNA) que foi amplificada em comparagcdo a um padrao
(NOVAES et al., 2004).

A gPCR ou PCR em tempo real (Real-Time PCR) € uma técnica
quantitativa que utiliza primers e desoxirribonucleicos fosfatados marcados por
compostos fluorescentes, que permite visualizar por meio da amplificacdo do
DNA, sem a necessidade de fazer a eletroforese em gel de agarose (NOVAES et
al., 2004). A gPCR é uma técnica difundida na determinacdo da expresséo génica
especifica onde h& necessidade de informacfes sobre a quantidade inicial de
DNA nas amostra e quantas moléculas foram formadas durante a reacdo (LIVAK
e SCHMITTGEN, 2001).

Essa técnica vem sendo amplamente utilizada na deteccdo, identificacao
e na presenca viral das amostras possibilitando a quantificacdo do DNA viral, e o
conhecimento dos padrbes desse virus em individuos sintomaticos ou
assintomaticos (TENTCHEVA et al., 2004; FIEVET et al., 2006; MARTIN et al.,
2012).

A juncdo de estudos morfometricos, deteccdo de virus, bem como a

caracterizacao de perfil de hidrocarbonetos em abelhas, pode contribuir na



18

elaboracdo de planos de manejo e conservacdo de espécies, a fim de manter a
diversidade de abelhas em sua area de ocorréncia natural, contribuindo com o
fortalecimento das atividades apicolas e meliponicolas.

Dessa forma, o objetivo geral desse trabalho foi contribuir com
informacdes sobre espécies de abelhas de interesse econdmico na regidao Meio
Norte do Brasil, caracterizando populacdes de abelhas, identificagdo do perfil de
compostos cuticulares e detecgéo da presenca do Virus Deformador da Asa.

Especificamente, o estudo foi dividido nas seguintes etapas:

o Identificacdo de populacdes isoladas de Melipona subnitida Ducke, 1910
(Apidae: Meliponini) em sua area de ocorréncia natural;

o Caracterizacdo populacional de Melipona fasciculata Smith, 1854
(Hymenoptera: Apidae) na regido Meio Norte do Brasil;

o Hidrocarbonetos cuticulares no reconhecimento de espécies e de colbnias
de Melipona spp. (Hymenoptera: Meliponini);

o Deteccdo do virus deformador de asas em Melipona fasciculata e Apis

mellifera (Hymenoptera: Apidae) na regido Meio Norte do Brasil.



19

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGUIAR, C. M. L. Utilizacdo de recursos florais por abelhas (Hymenoptera,
Apoidea) em uma area de Caatinga (Itaim, Bahia, Brasil). Revista Brasileira de
Zoologia, v. 20, n. 3, p. 457-467, 2003.

AIDAR, D. S. A mandacaia: Biologia de abelhas, manejo e multiplicacao
artificial de colénias de Melipona quadrifasciata. Ribeirdo Preto: Sociedade
Brasileira de Genétia, 2011, 162 p.

AIZEN, M. A.; GARIBALDI, L. A.; CUNNINGHAM, S. A.; KLEIN, A. M. How much
does agriculture depend on pollinators? Lessons from long-term trends in crop
production. Annals of Botany, v. 103, n. 9, p. 1579-1588, 20009.

ALTTAL, Y.; ALSHARHI, M.; ALGHAMDI, A.; ALFAIFY, S.; MIGDADI, H.;
ANSARI, M. Characterization of the native honey bee subspecies in Saudi Arabia
using the mtDNA COI-COIl intergenic region and morphometric characteristics.
Bulletin of Insectology, v. 67, n. 1, p. 31-37, 2014.

ALMEIDA-MURADIAN, L. B. de; STRAMM, K. M.; HORITA, A.; BARTH, O. M.;
SILVA, A.; ESTEVINHO, M. L.; Comparative study of the physicochemical and
palynological characteristics of honey from Melipona subnitida and Apis mellifera.
International Journal of Food Science and Technology, v. 48, n. 8, p.1698-
1706, 2013.

ANDERSON, D. L. Kashmir bee virus—a relatively harmless virus of honey bee
colonies. American Bee Journal, v. 131, p. 767-770, 1991.

ARAUJO, E. D.; OLIVEIRA, R. G.; CALAZANS, H. C. M.; FRANCA, C. C. S;;
SANTOS, V.; JAIN, S.; BATISTA, M. V. A.; NUNES, L. A. Risk of local extinction
and genetic diversity of Melipona quadrifasciata (Apidae: Meliponini) in a possible
Northeastern limit of its distribution in Brazil. Sociobiology, v. 63, n. 2, p. 804-812,
2016.



20

BAKONYI, T.; DERAKHSHIFAR, |.; GRABENSTEINER, E.; NOWOTNY, N.
Development and evaluation of PCR assays for the detection of Paenibacillus
larvae in honey samples: comparison with isolation and biochemical
characterization. Applied and Environmental Microbiology, v. 69, n. 3, p.
1504-1510, 2003.

BAILEY, L.; BALL, B. V.; PERRY, J. N. The prevalence of viruses of honey bees in
Britain. Annals of Applied Biology, v. 97, n. 1, p. 109-118, 1981.

BAILLEY, L.; WOODS, R. D. Two more small RNA viruses from honey bees and
further observations on sacbrood and Acute bee- paralysis viruses. Journal of
General Virology, v. 37, p. 175-182, 1977.

BAILEY, L.; MILNE, R. G. Multiplication regions and interaction of Acute and
Chronic bee paralysis viruses in adult honey bees. Journal of General Virology,
V. 4, p. 9-14, 1969.

BAILEY, L.; GIBBS, A. J.; WOODS, R. D. Sacbrood virus of the larval honey bee
(Apis Mellifera Linnaeus). Virology, v. 23, n. 3, p. 425-429, 1964.

BAILEY, L.; GIBBS, A. J.; WOODS, R. D. Two viruses from adult honey bees
(Apis Mellifera Linnaeus). Virology, v. 21, n. 3, p. 390-395, 1963.

BECHER, M.; GRIMM, V.; THORBEK, P.; HORN, J.; KENNEDY, P.J.; OSBORNE,
J.L. Beehave: a systems model of honeybee colony dynamics and foraging to
explore multifactorial causes of colony failure. Journal of Applied Ecology, v. 51,
p. 470-482, 2014.

BIESMEIJER, J. C.; ROBERTS, S. P. M.; REEMER, M.; OHLEMULLER, R:;
EDWARDS, M.; PEETERS, T.; SCHAFFERS, A. P.; POTTS, S. G.; KLEUKERS,
R.: THOMAS, C. D.; SETTELE, J.; KUNIN, W. E. Parallel Declines in Pollinators



21

and Insect-Pollinated Plants in Britain and the Netherlands, Science, v. 313, p.
351-354, 2006.

BONATTI, V.; SIMOES, Z. L. P.; FRANCO, F. F.; FRANCOY, T. M. Evidence of at
least two evolutionary lineages in Melipona subnitida (Apidae, Meliponini)
suggested by mtDNA variability and geometric morphometrics of forewings.
Naturwissenschaften, v. 101, n. 1, p. 17-24, 2014.

BORGES, A. A.; FERREIRA-CALIMAN, M. J.; NASCIMENTO, F. S.; CAMPOS, L.
A. O.; TAVARES, M. G. Characterization of cuticular hydrocarbons of diploid and
haploid males, workers and queens of the stingless bee Melipona quadrifasciata.
Insectes Sociaux, v. 59, n. 4, p. 479-486, 2012.

BREED, M. D.; DIAZ, P. H.; LUCERO, K. D. Olfactory information processing in
honeybee, Apis mellifera, nestmate recognition. Animal Behaviour, v. 68, n. 4,
921-928, 2004.

BROWN, J. C.; ALBRECHT, C. The effect of tropical deforestation on stingless
bees of the genus Melipona (Insecta: Hymenoptera: Apidae: Meliponini) in central

Rondonia, Brazil. Journal of Biogeography, v. 28, p. 623-634, 2001.

BROWN, M. J. F.; PAXTON, R. J. The conservation of bees: a global perspective.
Apidologie, v. 40, n. 3, p. 410-416, 20009.

CAMARA, J. Q.; SOUZA, A. H.; VASCONCELOS, W. E. de; FREITAS, R. S
MAIA, P. H. DA S.; ALMEIDA, J. C.; MARACAJA, P. B. Estudos de meliponineos,
com énfase a Melipona subnitida D. no municipio de Jandaira, RN. Revista de

Biologia e Ciéncia da Terra, v. 4, n. 1, p. 20, 2004.

CAMARGO, J. M. F.; PEDRO, S. R. M. Meliponini Lepeletier, 1836. In: MOURE, J.
S. URBAN, D.; MELO, G. A. R. (Orgs). Catalogue of Bees (Hymenoptera,
Apoidea) in the Neotropical Region-online version. 2013. Disponivel em:

http://www.moure.cria.org.br/catalogue. Acessado em 10 de outubro de 2015.



22

CAMERON, S. A.; LOZIER, J. D.; STRANGE, J. P.; KOCH, J. B.; CORDES, N.;
SOLTER, L. F.; GRISWOLD, T. L. Patterns of widespread decline in North
American bumble bees. Proceedings of the National Academy of Sciences, v.
108, n. 2, p. 662-667, 2011.

CARVALHO, C. A. L.; SODRE, G. S.; FONSECA, A. A. O.; ALVES, R. M. O;
SOUZA, B. A.; CLARTON, L. Physicochemical characteristics and sensory profile
of honey samples from stingless bees (Apidae: Meliponinae) submitted to a
dehumidification process. Anais da Academia Brasileira de Ciéncias, v. 81, n.
1, p. 143-149, 20009.

CARVALHO, A. T.; KOEDAM, D. IMPERATRIZ-FONSECA, V. L. Register of a
New Nidification Substrate for Melipona subnitida Ducke (Hymenoptera: Apidae:
Meliponini): The Arboreal Nest of the Termite Constrictotermes cyphergaster
Silvestri (Isoptera: Termitidae: Nasutitermitinae). Sociobiology, v. 61, n. 4, p. 428-
434, 2014.

CARVALHO, G. C. A.; RIBEIRO, M. H. M.; ARAUJO, A. C. A. M.; BARBOSA, M.
de M.; OLIVEIRA, F. Dos S.; ALBUQUERQUE, P. M. C. Flora de importancia
polinica utilizada por Melipona (Melikerria) fasciculata Smith, 1854 (Hymenoptera:
Apidae: Meliponini) em uma éarea de floresta Amazbnica na regido da Baixada

Maranhense, Brasil, Oecologia Australis, v. 20, n. 1, p. 58-68, 2016.

CARVALHO-ZILSE, G. A.; COSTA-PINTO, M. F .F.; NUNES-SILVA, C. G.; KERR,
W. E. Does beekeeping reduce genetic variability in Melipona scutellaris (Apidae,
Meliponini)?. Genetics and Molecular Research, v. 8, n. 2, p. 758-765, 2009.

CASTRO, M. S. Bee fauna of some tropical and exotic fruits: potential pollinators
and their conservation. In: KEVAN, P.; IMPERATRIZ-FONSECA, V. L. (Ogs).
Pollination bees. The conservation link between agriculture and nature Ministry
of Environment, Brasilia, 2002, p. 275-288.



23

CHEN, Y. P.; PETTIS, J. S.; COLLINS, A.; FELDLAUFER, M. F. Prevalence and
transmission of honeybee viruses. Applied and Environmental Microbiology, v.
72,n.1, p. 606-611, 2006.

COX-FOSTER, D. L.; CONLAN, S.; HOLMES, E. C.; PALACIOS, G.; EVANS, J.
D.; MORAN, N. A.; QUAN, P. L.; BRIESE, T.; HORNING, M.; GEISER, D. M.;
MARTINSON, D.; VANENGELSDORP, D.; KALKSTEIN, A. L.; DRYSDALE, A,
HUI, J.; ZHAI, J. CUI, L.; HUTCHISON, S. K.; SIMONE, J. F.; EGHOLM, M;
PETTIS, J. S.; LIPKIN, W. I. A metagenomic survey of microbes in honey bee
colony collapse disorder. Science, v. 318, p. 283-286, 2007.

CRUZ, D. D. O.; FREITAS, B. M. Diversity of bee species floral visitors and
potential pollinators of oleaginous crops in Northeast of Brazil. Ambiéncia, v. 9, n.
2, p. 411-418, 2013.

CRUZ-LANDIM, C. Abelhas: Morfologia e funcdo de sistemas. Sdo Paulo:
Editora UNESP, 2008. 408p. 2008

DE GRAAF, D. C.; BRUNAIN, M.; IMBERECHTS, H.; JACOBS, F. First molecular
confrmation of Deformed Wuing Virus infections of honeybees from a Belgain
apiary revealts the presence of black quen cell virus and Varros destructor virus 1.
Vlaams DiergeneesKunding Tijdschrift, v. 78, p. 101-105, June 2008.

DE JONG, D. Africanized honey bees in Brazil, forty years of adaptation and
success. Bee World, v. 77, n. 2, p. 67-70, 1996.

DE MELO, E. S. N. C,; LIMA, F. G.; GONCALVES, B. B.; BERGAMINI, L. L,
BERGAMINI, B. A. R.; ELIAS, M. A. S.; FRANCESCHINELLI, E. V. Native bees
pollinate tomato flowers and increase fruit production. Journal of Pollination
Ecology, v. 11, n. 6, p. 41-45, 2013.

DE MIRANDA, J. R.; GENERSCH, E. Deformed wing virus. Journal of
Invertebrate Pathology, v. 103, n. 1, p. 48-61, 2010.



24

DE MIRANDA, J. R.; DREBOT, M.; TYLER, S.; SHEN, M.; CAMERON, C. E,;
STOLTZ, D. B.; CAMAZINE, S. M. Complete nucleotide sequence of Kashmir bee
virus and comparison with acute bee paralysis virus. Journal of General
Virology, v. 85, n. 8, p. 2263-2270, 2004.

DI MARE, R. A.; CORSEUIL, E. Morfometria de Papilioninae (Lepidoptera,
Papilionidae) ocorrentes em quatro localidades do Rio Grande do Sul, Brasil. Ill.
Andlise da forma das asas através de marcos anatdmicos. Revista Brasileira de
Zoologia, v. 21, n. 4, p. 847-855, 2004.

DINIZ, M. E. R.; BUSCHINI, M. L. T. Diversity of flower visiting bees of Eugenia
uniflora L. (Myrtaceae) in fragments of Atlantic Forest in South Brazil.
Sociobiology, v. 63, n. 3, p. 982-990, 2016.

DRYDEN, I. L.; MARDIA, K. V. The statistical analysis of shape data.
Biometrika, v. 76, n. 2, p. 271-281, 1989.

ELLIS, J. D.; MUNN, P. A. The worldwide health status of honey bees. Bee
World, v. 86, n. 1, p. 88-101, 2005.

EVANS, J. D. Genetic evidence for coinfection of honey bees by acute bee
paralysis and Kashmir bee viruses. Journal of Invertebrate Pathology, v. 78, n.
4, p. 189-193, 2001.

FAO. Faostat- Statistics Database. Disponivel em: http://www.fao.org/faostat/
Acessado em 10 setembro de 2016.

FEIBERG, M.; DE JONG, D.; MESSAGE, D.; COS-FOSTER, D. First report of
sacbrood virus in honey bee (Apis mellifera) colonies in Brazil. Genetics and
Molecular Research, v. 11, n. 3, p. 3310-3314, 2012.

FERREIRA-CALIMAN, M. J.; NASCIMENTO, F. S.; TUTARI, I. C.; MATEUS, N.
P.; ZUCCHI, R. The cuticular hydrocarbons profiles in the stingless bee Melipona



25

marginata reflect task-related differences. Journal of Insect Physiology, v. 56, p.
800-804, 2010.

FERREIRA-CALIMAN, M. J.; ZUCCHI, R.; NASCIMENTO, F. S. Cuticular
Hydrocarbons Discriminate Distinct Colonies of Melipona marginata

(Hymenoptera, Apinae, Meliponini). Sociobiology, v. 59, n. 3, p. 783, 2012.

FIEVET, J.; TENTCHEVA, D.; GAUTHIER, L.; MIRANDA, J.; COUSSERANS,
COLIN, M. E.; BERGOIN, M. Localization of deformed wing virus infection in
gueen and drone Apis mellifera L. Virology Journal, v. 3, n. 16, p. 1-5, 2006.

FIELDS, B. N.; KNIPE, D. M.; HOWLEY, P. M.; CHANOCK, R. M.; MELNICK, J.
L.; MONATH, T. P.; ROIZMAN, B.; STRAUS, S. E. (eds). Fields Virology, Fifth
edition. Lippincott-Raven, 2005.

FORNEL, R.; CORDEIRO-ESTRELA, P. Morfometria geométrica e a
guantificacdo da forma dos organismos. In: MARINHO, J. R.; HEPP L. U,
FORNEL. (Org.). Temas em Biologia: Edicdo comemorativa aos 20 anos do
Curso de Ciéncias Bioldgicas e aos 5 anos do PPG-Ecologia da URI Campus de
Erechim. led.Erechim: EDIFAPES, 2012, p. 101-120.

FRANCISCO, F. O.; NUNES-SILVA, P.; FRANCOY, T. M.; WITTMANN, D.;
IMPERATRIZ-FONSECA, V. L.; ARIAS, M. C.; MORGAN, E. D. Morphometrical,
biochemical and molecular tools for assessing biodiversity. An example in Plebeia
remota (Holmberg, 1903) (Apidae, Meliponini). Insectes Sociaux, v. 55, n. 3, p.
231-237, 2008.

FRANCOY, T. M.; GRASSI, M. L.; IMPERATRIZ-FONSECA, V. L.; MAY-ITZA, W.
de J.; QUEZADA-EUAN, J. J. Geometric morphometrics of the wing as a tool for
assigning genetic lineages and geographic origin to Melipona beecheii
(Hymenoptera: Meliponini). Apidologie, v. 42, n. 4, p. 499-507, 2011.



26

FRANCOQOY, T. M.; IMPERATRIZ-FONSECA, V. L. A Morfometria geométrica de
asas e a identificagcdo automatica de espécies de abelhas. Oecologia Australis,
v.14,n. 1, p. 317-321, 2010.

FRANCOY, T. M.; PRADO, P. R. R.; GONGALVES, L. S.; COSTA, L. da F;
JONG, D. de. Morphometric differences in a single wing cell can discriminate Apis

mellifera racial types. Apidologie, v. 37, p. 91-97, 2006.

FRANCOY, T. M.; SILVA, R. A. O.; NUNES-SILVA, P.; MENEZES, C,
IMPERATRIZ-FONSECA, V. L. Gender identification of five genera of stingless
bees (Apidae, Meliponini) based on wing morphology. Genetics and molecular
research, v. 8, n. 1, p. 207-214, 2009.

FRANCOY, T. M.; WITTMANN, D.; DRAUSCHKE, M.; MULLER, S.; STEINHAGE,
V.; BEZERRA-LAURE, M. A.; GONCALVES, L. S. Identification of Africanized
honey bees through wing morphometrics: two fast and efficient procedures.
Apidologie, v. 39, n. 5, p. 488-494, 2008.

FREIBERG, M.; DE JONG, D.; MESSAGE, D.; COX-FOSTER, D. First report of
sacbrood virus in honey bee (Apis mellifera) colonies in Brazil. Genetics ans
Molecular Research, v. 11, n. 3, p. 3310-3314, 2012.

FREITAS, B. M.; IMPERATRIZ-FONSECA, V. L.; MEDINA, L. M.; KLEINERT, A.
D. M. P.; GALETTO, L.; NATES-PARRA, G.; QUEZADA-EUAN, J. J. G. Diversity,
threats and conservation of native bees in the Neotropics. Apidologie, v. 40, n. 3,
p. 332-346, 2009.

FREITAS, W. E.; AROUCHE, E. M. M.; SOARES, K. M.; MENDES, F. I. de B;;
OLIVEIRA, V. R. de; LUCAS, C. R.; SANTOS, M. C. A. dos. Physical-chemical
parameters of stingless bee (Melipona subnitida) honey after heat treatment. Acta
Veterinaria Brasilica, v. 4, n. 3, pp. 153-157, 2010.



27

GARIBALDI, L. A.; AIZEN, M. A.; KLEIN, A. M.; CUNNINGHAM, S. A.; HARDER,
L. D. Global growth and stability of agricultural yield decrease with pollinator
dependence. Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 108, n. 14,
p. 5909-5914, 2011.

GARIBALDI, L. A.; CARVALHEIRO, L. G.; LEONHARDT, S. D.; AIZEN, A. M,;
BLAAUW, B. R.; ISAAC, R.; KUHLMANN, M.; KLEIJN, D.; KLEIN, A. M.
KREMEN, C.; MORANDIN, L.; SCHEPER, J.; WINFREE, R. From research to
action: enhancing crop yield through wild pollinators. The Ecological Society of
America, v. 12, n. 8, p. 439-447, 2016.

GENERSCH, E. American foulbrood in honeybees and its causative agent,

Paenibacillus larvae. Journal of Invertebrate Pathology, v. 103, p. 10-19, 2010.

GENERSCH, E.; AUBERT, M. Emerging and re-emerging viruses of the honey
bee (Apis mellifera L.). Veterinary Research, v. 41, n. 6, p. 54, 2010.

GONGALVES, L. S. Africanizacdo das abelhas nas Américas, impactos
perspectivas de aproveitamento do material genético. Naturalia, p. 126-134,
1992.

GOULSON, D.; NICHOLLS, E.; BOTIAS, C.; ROTHERAY, E. L. Bee declines
driven by combined stress from parasites, pesticides, and lack of flowers.
Sciencexpress, v. 347, Issue 6229, 2015.

GOVAN, V. A; ALLSOP, M. H.; DAVISON, S. A. PCR detection method for rapid
identification of Paenibacillus larvae. Applied and Environmental microbiology,
V. 65, n. 5, p. 2243-2245, 1999.

GOVAN, V. A.; LEAT, N.; ALLSOPP, M.; DAVISON, S. Analysis of the complete
genome sequence of acute bee paralysis virus shows that it belongs to the novel

group of insect-infecting RNA viruses. Virology, v. 277, n. 2, p. 457-463, 2000.



28

GUIBU, L. S.; RAMALHO, M.; KLEINERT-GIOVANNINI, A.; IMPERATRIZ-
FONSECA, V. L. Exploracdo de recursos florais por colbnias de Melipona
quadrifasciata (Apidae, Meliponinae). Revista Brasileira de Biologia, v. 48, n. 2,
p. 299-305, 1988.

HORNITZKY, M. A. Z. Prevalence of virus infections of honeybees in Eastern
Australia. Journal Apiculture Research, v. 26, n. 3, p. 181-185, 1987.

HOWARD, R. W.; BLOMQUIST, G. J. Ecological, Behavioral, and Biochemical
Aspects of Insects Hydrocarbons. Annual Review of Entomology, v. 50, p. 371-
393, 2005.

HURTADO-BURILLO, M.; JARA, L.; MAY-ITZA, W. de J.; QUEZEDA-EUAN, J. J.;
RUIZ, C.; RUA, P. de L. A. A geometric morphometric and microsatellite analyses
of Scaptotrigona mexicana and S. pectoralis (Apidae: Meliponini) sheds light on
the biodiversity of Mesoamerican stingless bees. Journal of Insect
Conservation, v. 20, p. 753-763, 2016.

IMPERATRIZ-FONSECA, V.K.; SARAIVA, AM.; CANHOS, D.A.; ALVES, D.A.
Polinizadores No Brasil: Contribuicdo e Perspectivas Para Biodiversidade,
Uso Sustentavel, Conservacdo e Servicos Ambientais. Sdo Paulo, EDUSP,
2012. 488p.

IMPERATRIZ-FONSECA. V. L.; DE JONG, D.; SARAIVA. A. M. (eds.). Bees as
Pollinators in Brazil: assessing the status and suggesting the best practices.
Holos Ed., Ribeirdo Preto, 2006, 114p.

JAFFE, R.; POPE, N.; CARVALHO, A.T., MAIA, UM.; BLOCHTEIN, B
CARVALHO, C.A.L.; CARVALHO-ZILSE, G.A.; FREITAS, B.M.; MENEZES, C;
RIBEIRO, M.F.; VENTURIERI, G.; IMPERATRIZ-FONSECA, V.L. Bees for
development: Brazilian survey reveals how to optimize stingless beekeeping.
PL0oS ONE, v.10, n.3:e0121157. doi:10.1371/journal.pone.0121157



29

KERR, J. T. Species richness, endemism, and the choice of areas for
conservation. Conservation Biology, v. 11, p. 1094-1100, 1997.

KERR, W. E.; CARVALHO, G. A.; NASCIMENTO, V. A. Abelha Urucu: Biologia,

Manejo e Conservacao. Fundacdo Acangau, Belo Horizonte, 1996, 154p.

KEVAN, P. G.; HANNAN, M. A.; OSTIGUY , N.; GUZMAN-NOVOA E. A summary
of the Varroa-virus disease complex in honey bees. American Bee Journal, v.
146, n. 8, p. 694- 697, 2006.

KLEIN, A. M.; VAISSIERE, B. E.; CANE, J. H.; STEFFAN-DEWENTER, |
CUNNUNGHAM, S. A.; KREMEN, C.; TSCHARNTKE, T. Importance of pollinators
in changing landscapes for world crops, Royal Society: Biological Science, v.
274, n. 1608, p. 303-313, 2007.

KLINGENBERG, C. P.; GRAHAM, J. H. Analyzing Fluctuating Asymmetry with
Geometric Morphometrics: Concepts, Methods, and Applications. Symmetry, v. 7,
p. 843-934, 2015.

KOCA, A. O.; KANDEMIR, |. Comparison of two morphometric methods for
discriminating honey bee (Apis mellifera L.) populations in Turkey. Turkish
Journal of Zoology, v. 37, n.2, p. 205-210, 2013.

KOFFLER, S.; MENEZES, C; MENEZES, P.R.; KLEINERT, AM.P;
IMPERATRIZ-FONSECA, V.L.; POPE, N.; JAFFE, R. Temporal variation in honey
production by the stingless bee Melipona subnitida (Hymenoptera: Apidae): long-
term management reveals its potential as a commercial species in Northeastern

Brazil. Journal Economic Entomolology, v.108, n.3, p.858-867, 2015.

LANCAS, F. M. A Cromatografia Liquida Moderna e a Espectrometria de Massas:
finalmente “compativeis”? Scientia Chromatographica, v. 1, n. 2, p. 35-61, 2009.



30

LAURENT, M.; HENDRIKX, P.; RIBIERE-CHABERT, M.; CHAUZAT, M.-P. A
pan-European epidemiological study on honeybee colony losses 2012-2014.
2015. Available at: <http://ec.europa.eu/food/animals/live_animals/bees/docs/

bee-report_2012 2014 en.pdf>. Acessado em fevereiro de 2017.

LEAL, W. S.; BROMENSHENK, J. J.; HENDERSON, C. B.; WICK, C. H;
STANFORD, M. F.; ZULICH, A. W.; JABBOUR, R. E.; DESHPANDE, S. V,;
MCCUBBIN, P. E.; SECCOMB, R. A.; WELCH, P. M.; WILLIAMS, T.; FIRTH, D.
R.; SKOWRONSKI, E.; LEHMANN, M. M.; BILIMORIA, S. L. GRESS, J,;
WANNER, K. W.; CRAMER Jr, R. A. Iridovirus and Microsporidian Linked to
Honey Bee Colony Decline. PLoS ONE, v. 5, n. 10, p. e13181, 2010.

LAUTENBACH, S., SEPPELT, R., LIEBSCHER, J.; Dormann, C. F. Spatial
temporal trends of global pollination benefit. PLoS ONE, v. 7, €35954, 2012.

LEAT, N.; BALL, B.; GOVAN, V.; DAVISON, S. Analysis of the complete genome
sequence of black queen-cell virus, a picorna-like virus of honey bees. Journal of
General Virology, v. 81, n. 8, p. 2111-2119, 2000.

LEONHARDT, S. D., SCHMITT, T., BLUTHGEN, N. Tree resin composition,
collection behavior and selective filters shape chemical profiles of tropical bees
(Apidae: Meliponini). PLoS ONE, v. 6, e23445, 2011.

LIMA-JUNIOR, C. A.; CARVALHO, C. A. L.; NUNES, L. A.; FRANCOY, T. M.
Population Divergence of Melipona scutellaris (Hymenoptera: Meliponina) in Two
Restricted Areas in Bahia, Brazil. Sociobiology, v. 59, n. 1, p. 107-122, 2012.

LIMA, C. B. da S.; NUNES, L. A.; CARVALHO, C. A. L. De; RIBEIRO, M. de F;
SOUZA, B. A.; SILVA, C. S. B. Morphometric differences and fluctuating
asymmetry in Melipona subnitida Ducke 1910 (Hymenoptera: Apidae) in different

types of housing. Brazilian Journal of Biology, v. 76, n. 4, p. 845-850, 2015.



31

LIMA, C. B. S.; NUNES, L. A.; RIBEIRO, M. de F.; CARVALHO, C. A. L.
Population Structure of Melipona subnitida Ducke (Hymenoptera: Apidae:
Meliponini) at the Southern Limit of its Distribution Based on Geometric

Morphometrics of Forewings. Sociobiology, v. 61, n. 4, p. 478-482, 2014.

LINDAUER, M.; KERR, W. E. Communication between the workers of stingless
bees. Bee world, v. 41, p. 29-71, 1960.

LIVAK, K. J.; SCHMITTGEN, T. D. Analysis of relative gene expression data using
real-time quantitative PCR and the 2-[Delta][Delta]CT method. Methods, v. 25, n.
4, p. 402-408, 2001.

LOCKEY, K. H. Lipids of the insect cuticle: origin, composition and function.
Comparative Biochemistry and Physiology Part B: Comparative Biochemistry, v.
89, n. 4, p. 595-645, 1998.

LOPES, M. T. do R.; SILVA, J. O.; PEREIRA, F. de M.; CAMARGO, R. C. R;;
NETO, J. M. V.; ROBEIRO, V. Q. Atividade de V6o de Abelhas Jandaira
(Melipona subnitida Ducke, 1910) Instaladas em dois modelos de colméia, p.
20, 2007. (Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento/ INFOTECA-E).

LORENZON, M. C. A.; MATRANGOLO, C. A. R.; SCHOEREDER, J. H. Flora
visitada pelas abelhas eussociais (Hymenoptera, Apidae) na Serra da Capivara,
em Caatinga do Sul do Piaui, v. 32, n. 1, p. 27-36, 2003.

LOS SANTOS, R. T.; FIGUEROA, M. S.; GOMEZ, E. H. G.; MONTERRUIBO, L.
D. A.; RABANALES, M. R.; CONESA, J. G. Detection of begomovirus in the
stingless bee Trigona fuscipennis visiting Jatropha curcas in the South of Mexico.
Journal of Apicultural Research, v. 55, n. 2, p. 185-186, 2016.

MACHADO, C. S.; C. A. L. CARVALHO. Abelhas (Hymenoptera: Apoidea)
visitantes dos capitulos de girassol no Recéncavo Baiano. Ciéncia Rural, v. 36, n.
5, p. 1404-1409, 2006.



32

MAORI, E.; PALDI, N.; SHAFIR, S.; KALEV, H.; TSUR, E.; GLICK, E.; SELA, I.
IAPV, a bee-affecting virus associated with Colony Collapse Disorder can be
silenced by dsRNA ingestion. Insect Molecular Biology, v. 18, n. 1, p. 55-60,
20009.

MAORI, E.; LAVI, S.; MOZES-KOCH, R.; GANTMAN, Y., PERETZ, Y,
EDELBAUM, O.; TANNE, E.; SELA, |. Isolation and characterization of Israeli
acute paralysis virus, a dicistrovirus affecting honeybees in Israel: evidence for
diversity due to intra- and inter-species recombination. Journal of General
Virology, v. 88, n. 12, p. 3428-3438, 2007a.

MAORI, E.; TANNE, E.; SELA, |. Reciprocal sequence Exchange between non-
retro viruses and hosts leading to the appearance of new host phenotypes.
Virology, v. 362, n. 2, p. 342-349, 2007b.

MAORI, E.; PALDI, N.; SHAFIR, S.; KALEV, H.; TSUR, E.; GLICK, E.; SELA, I.
IAPV, a bee-affecting virus associated with Colony Collapse Dosorder can be
silenced by dsRNA ingestion. Insect Molecular Biology, v. 18, n. 1, p. 55-60,
20009.

MARTIN, S. J.; HARDY, J.; VILLALOBOS, E.; MARTIN-HERNANDEZ, R
NIKALDO, S.; HIGES, M.; Do the honeybee pathogens Nosema ceranae and
deformed wing virus act synergistically? Environmental Mocrobiology Reports,
v. 5, n. 4, p. 506-510, 2013.

MARTIN, S. J.; HIGHFIELD, A. C.; BRETTELL, L. E.; VILLASBOAS, E. M
BUDGE, G. E.; POWELL, M.; NIKAIDO, S.; SCHOEDER, D. C. Global Honey Bee
Viral Landscape Altered by a Parasitic Mite. Science, v. 336, p. 1304-1306, 2012.

MARTINS , R. P.; PFULLER, E. E.; MARTINS, E. C. IMPORTANCIA AMBIENTAL
DAS ABELHAS-SEM-FERRAO. RAMVI, Getdlio Vargas, v. 02, n. 04, 2015.



33

MARTINS, C. F.; CORTOPASSI-LAURINO, M.; KOEDAM, D.; IMPERATRIZ-
FONSECA. V. L. Tree species used for nidification by stingless bees in the
brazilian Caatinga (Serrido, PB; Jodo Camara, RN). Biota Neotropica, v. 4, n. 2,
p. 1-8, 2004.

MARTINS, A. C. L.; REGO, M. M. C.: CARREIRA, L. M. M.; ALBUQUERQUE, P.
M. C. Espectro polinico de mel de tidba (Melipona fasciculata Smith, 1854,

Hymenoptera, Apidae). Acta Amazonica, v. 41, n. 2, p. 183-190, 2011.

MAUES M. M.; VARASSIN, I. G.; FREITAS, L.; MACHADO, I. C. S.; OLIVEIRA, P.
E. A. M. A importancia dos polinizadores nos Biomas brasileiros, conhecimento
atual e perspectivas futuras para conservacéao. In: IMPERATRIZ-FONSECA, V. L.;
CANHOS, D. A. L.; ALVES, D. De A.; SARAIVA, A. M. (Ogs). Polinizadores no
Brasil: Contribuicdo e Perspectivas para a Biodiversidade, uso sustentavel,

conservagaoe servigcos ambientais. S&o Paulo, 2012, 488p.

MCGREGOR, S. E. Insecta Pollination of Cultivated Crop Plants. Washington,
U.S. Departament of Agruculture, Agricultural Research Service, 1976, (U.S.D.A.
Hand-book 496).

MENDES, M. F. M.; FRANCOY, T. M.; NUNES-SILVA, P.; MENEZES, C,
IMPERATRIZ-FONSECA, V. L. Intra-populational variability of Nannotrigona
testaceicornis Lepeletier, (Hymenoptera, Meliponini) using relative warp analysis
variabilidade intra-populacionalem Nannotrigona testaceicornis. Bioscience
Journal, v. 23, n. 1, p. 147-152, 2007.

MENEZES, P. Criagao racional da abelha jandaira. In: BRUENING, H. (Ed.).
Abelha jandaira. 3. Natal-Brasil, p.121-135, 2006.

MICHENER C.D. The Bees of the World. John Hopkins University Press,
Baltimore London. 2000, 913 p.



34

MIRANDA, J. R.; GENERSCH, E. Deforme wing virus. Journal of Invertebrete
Pathology, v. 103, p.48-61, 2010.

MONTEIRO, L.R.; REIS, S.F. Principios de Morfometria Geométrica. Holos,
Ribeirdo Preto. 1999, 188p.

MONTEIRO, L. R.; DINIZ-FILHO, J. A. F.; REIS, S. F. Dos; ARAUJO, E. D.
Geometric estimates of heritability in biological shape. Evolution, v. 56, n. 3, p.
563-572, 2002.

MORDECAI, G. J.; BRETTELL, L. E.; MARTIN, S. J.; DIXON, D.; JONES, I. M;
SCHROEDER, D. Superinfection exclusion and the long-term survival of honey
bees in Varroa-infested colonies. International Society for Microbial Ecology, v.
10, n. 5, p. 1182-1191, 2015.

MORETTO G.; ARIAS M. C. Detection of mitochondrial DNA restriction site
differences between the subspecies of Melipona quadrifasciata Lepeletier
(Hymenoptera: Apidae: Meliponini). Neotropical Entomology, v. 34, n. 3, p. 381-
385, 2005.

MOURE, J. S. Apini Latreille, 1802. In: MOURE, J. S., URBAN, D.; MELO, G. A.
R. (Orgs). 2012. Catalogue of Bees (Hymenoptera, Apoidea) in the
Neotropical Region - online version. Disponivel em:

http://www.moure.cria.org.br/catalogue. Acessado em 12 de novembro de 2016.

NASCIMENTO, D. L.; NASCIMENTO, F. S. Acceptance Threshold Hypothesis is
Supported by Chemical Similarity of Cuticular Hydrocarbons in a Stingless Bee,
Melipona asilvai. Journal of Chemical Ecology, v. 38, n. 11, p. 1432-40, 2012.

NEVES, E. L.; VIANA, B. F. As abelhas eussosciais (Hymenoptera, Apidae)
visitantes florais em um ecossistema de dunas continentais no médio Rio S&o
Francisco, Bahia, Brasil. Revista Brasileira de Entomologia, v. 46, n. 4, p. 571-
578, 2002.



35

NOGUEIRA-NETO, P. Vida e criacdo de abelhas indigenas sem ferréo.
Nogueirapis. Sdo Paulo. SP, 1997, 445p.

NOVAES, C. M.; PIRES-ALVES, M.; SILVA, F. F. PCR em tempo real: Uma nova
tecnologia da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Revista Biotecnlogia

Ciencias e Desenvolvimento, v. 33, p. 10-13, 2004.

NUNES, L. A.; ARAUJO, E. D.; CARVALHO, C. A. L.; WALDSCHMIDT, A. M.
Population divergence of Melipona quadrifasciata anthidioides (Hymenoptera:
Apidae) endemic to the semi-arid region of State of Bahia, Brazil. Sociobiology,
v.52,n. 1, p. 81-93, 2008.

NUNES, L. A.; ARAUJO, E. D.; MARCHINI, L. C.; MORETI, A. C. de C. C.
Variation morphogeometrics of Africanized honey bees (Apis mellifera) in Brazil.
Iheringia, Série Zoologia, v. 102, n. 3, p. 321-326, 2012.

NUNES, T. M.; TURATTI, I. C. C.; MATEUS, S.; NASCIMENTO, F. S.; LOPES, N.
P.; ZUCCHI, R. Cuticular hydrocarbons in the stingless bee Schwarziana
qguadripunctata (Hymenoptera, Apidae, Meliponini): differences between colonies,

castes and age. Genetics and Molecular Research, v. 8, n. 2, p. 589-595, 2009.

NUNES, L. A.; PASSOS, G. B.; CARVALHO, C. A. L.; ARAUJO, E. D. Size and
shape in Melipona quadrifasciata anthidioides Lepeletier, 1836 (Hymenoptera;
Meliponini). Brazilian Journal Biology, v. 73, n. 4, p. 887-893, 2013.

NUNES-SILVA, P.; HRNCIR, M.; DA SILVA, C.I.; ROLDAO, Y.S.; IMPERATRIZ-
FONSECA, V. L. The behaviour of Bombus impatiens (Apidae, Bombini) on
tomato (Lycopersicon esculentum, Mill., Solanaceae) flowers: Pollination and

Reward Perception. Journal of Pollination Ecology, v. 11, n. 5, p. 33-40, 2013.

NUNES-SILVA, P.; HRNCIR, M.; IMPERATRIZ-FONSECA, V. L. A polinizagao
por vibragdo. Oecologia Australis, v. 14, n. 1, p. 140-151, 2010.



36

OLLERTON, J.; WINFREE, R., TARRANT, S. How many flowering plants are
pollinated by animals? Oikos, v. 120, n. 3, p. 321-326, 2011.

PEREIRA, F. de M. Manual de Curadores de Germoplasma - Animal:
Conservacdao de abelhas-sem-ferrdo. Embrapa Recursos Genéticos e

Biotecnologia, 2012. 18 p.

PICCINI, C. D’ALESSANDRO, B.; ANTUNEZ, K.; ZUNINO, P. Detection of
Paenibacillus larvae subspecies larvae spores in naturally infected bee larvae and
artificially contaminated honey by PCR. World Journal of Microbiology and
Biotechnology, v. 18, n. 8, p. 761-765, 2002.

PIRES, C. S. S.; PEREIRA, F. De M.; LOPES, M. T. Do R.; NOCELLI, R. C. F
MLASPINA, O.; PETTIS, J. S.; TEIXEIRA, E. W. Enfraquecimento e perda de
colénias de abelhas no Brasil: ha casos de CCD?, Pesquisa Agropecuaria
Brasileira, v. 51, n. 5, p. 422-442, 2016.

PITTS-SINGER, T. L.; CANE, J. H. The Alfalfa Leafcutting Bee, Megachile
rotundata: The World's Most Intensively Managed Solitary Bee. Annual review of
entomology, v. 56, p. 221-237, 2011.

POTTS, S. G.; BIESMEIJER, J. C.; KREMEN, C.; NEUMANN, P.; SCHWEIGER,
O.; KUNIN, W. E. Global pollinator declines: trends, impacts and drivers. Trends
in Ecology and Evolution, v. 25, n. 6, p. 345-353, 2010.

POTTS, S. G.; IMPERATRIZ-FONSECA, V. L.; NGO, H. T.; AIZEN, M. A;
BIESMEIJER, J. C.; BREEZE, T. D.; DICKS, L. V.; GARIBALDI, L. A.; HILL, R;;
STTELE, J.; VANBERGEN, A. J. Safeguarding pollinators and their values to
human well-being. Nature, v. 540, p. 220-229, 2016.

RADER, R.; BARTOMEUS, |.; GARIBALDI, L. A.; GARRATT, M. P. D.
HOWLETT, B. G.; WINFREE, R.; CUNNINGHAM, S. A.; et al. Non-bee insects are



37

important contributors to global crop pollination, PNAS, v. 113, n. 1, p. 146-151,
2016.

RANGEL, J.; GIRESI, M.; PINTO, M. A,; BAUM, K. A.; RUBINK, W. L,;
COULSON, R. N.; JOHNSTON, J, S. Africanizacdo de uma abelha do mel feral
(Apis mellifera ) da populacdo em South Texas: é que uma década faz a
diferenga? Ecology Evolution, v. 6, n. 7, p. 2158-2169, 2016.

RASMUSSEN, C.; CAMERON, S. A. Global stingless bee phylogeny supports
ancient divergence, vicariance, and long distance dispersal. Biological Journal of
the Linnean Society, v. 99, n. 1, p. 206-232, 2010.

RIBIERE, M.; BALL, B. V., AUBERT, M. Natural history and geographic
distribution of honey bee viruses. In: AUBERT. M.; BALL, B. V.; FRIES, I,
MORITZ, R. F.; MILANI, N.; BERNARDINELLI, I. Virology and the honey bee, 1
edn, Edited by Luxembourg: European Communities 2008, p. 462.

ROHLF, J. F.; MARCUS, L. F. A revolution morphometrics. Trends in Ecology &
Evolution, v. 8, n. 4, p. 129-132, 1993.

ROSELINO, A. C.; HMCIR, M.; CRUZ-LANDIM, C.; GIURFA, M.; SANDOZ, C. J.
Sexual dimorphism and phenotypic plasticity in the antennal lobe of a stingless
bee Melipona scutellaris. Journal of Comparative Neurology, v. 523, p. 1461-
1473, 2010.

ROULSTON, T. H.; GOODELL, K. The role of resources and risks in regulating
wild bee populations. Annual Revew Entomology, v. 56, p. 293-312, 2011.

RYABOV, E. V.; WOOD, G. R.; FANNON, J. M.; MOORE, J. D.; BULL, J. C;
CHANDLER, D.; MEAD, A.; BURROUGHS, N.; EVANS, D. J. Evans. A Virulent
Strain of Deformed Wing Virus (DWV) of Honeybees (Apis mellifera) Prevails after
Varroa destructor-Mediated, or In Vitro, Transmission. PLoS Pathogens, v. 10, n.
6, €1004230, 2014.



38

RYBA, S.; TITERAD, D.; HAKLOVA, M.; STOPKA, P. A PCR method of detecting
American Foulbrood (Paenibacillus larvae) in winter beehive wax debris.
Veterinary microbiology, v. 139, n. 1-1, p. 193-196, 2009.

SANTOS, C. F.; FERREIRA-CALIMAN, M. J.; NASCIMENTO, F. S. An Alien in the
Group: Eusocial Male Bees Sharing Nonspecific Reproductive Aggregations.
Journal of Insect Science, v. 15, n. 1, p. 157, 2015.

SCHNEIDER, D. Insect Antennae. Annual Review of Entomology, v. 9, p. 103-
122, 1964.

SEPTANIL, M. P. B.; MATEUS, S.; TURATTI, I. C.; NUNES, T. Mixed colonies of
two species of congeneric stingless bees (Hymenoptera: Apinae, Meliponini)
display environmentally-acquired and endogenously-produced recognition signals.
Physiological Entomology, v. 37, n. 1, p. 72-80, 2012.

SILVA, M. C.; LOMANACO, C.; AUGUSTO, S. C.; KERR, W. E. Climatic and
anthropic influence on size and fluctuating asymmetry of Euglossine bees
(Hymenoptera, Apidae) in a semideciduous seasonal forest reserve. Genetics
and Molecular Research, v. 8, n. 2, p. 730-737, 2009.

SILVA, T. M. S.; CAMARA, C. A,; LINSA, A. C. da S.; BARBOSA-FILHO, J. M,;
SILVA, da E. M. S.; FREITAS, B. M.; SANTSO, dos F. de A. R. Chemical
composition and free radical scavenging activity of pollen loads from stingless bee
Melipona subnitida Ducke. Journal of Food Composition and Analysis, v. 19, p.
507-511, 2006.

SILVEIRA, F. A.; MELO, G. A.; ALMEIDA, E. A. Abelhas Brasileiras.

Sistematica e Identificac&o. Araucéaria, Belo Horizonte, Brasil. 2002, 254 p.

SIQUEIRA, M. A criacao tradicional de abelhas-sem-ferrdo em potes de barro em

Bonibal, Chapada Diamantina, Bahia. Mensagem Doce, n. 80, 2005.



39

SLAA, E. J. Population dynamics of a stingless bee community in the seasonal dry
lowlands of Costa Rica. Insectes Sociaux, v. 53, p. 70-79, 2006.

SOUZA, A. R. S.; ARAUJO, E. D.; GRAMACHO, K. P.; NUNES, L. A. Bee’s
morphometrics and behavior in response to seasonal effects from ecoregions.
Genetics and Molecular Research, v. 15, n. 2, gmr.15027597, 2016.

SOUZA, B. de A.; CARVALHO, C. A. L.; ALVES, R. M. de O,; DIAS, C. de S;;
CLARTON, L. Munduri (Melipona asilvai): a abelha sertrosa. (Série
Meliponicultura 7), 2009. 46p.

TENTCHEVA, D.; GAUTHIER, L.; JOUVE, S.; CANABADY-ROCHELLE, L.;
DAINAT, B.; COUSSERANS, F.; COLIN, M. E.; BALL, B. V.; BERGOIN, M.
Polymerase chain reaction detection of Deformed wing virus (DWV) in Apis
mellifera and Varroa destructor. Apidologie, v. 35, n. 4, p. 431-439, 2004.

TENTCHEVA, D.; GAUTHIER, L.; BAGNY, L.; FIEVET, J.; DAINAT, B,
COUSSERANS, F.; COLIN, M. E.; BERGOIN, M. Comparative analysis of
Deformed wing virus (DWV) RNA in Apis mellifera and Varroa destructor.
Apidologie, v. 37, n. 1, p. 41-50, 2006.

TOFILSKI, A. Using geometric morphometrics and standard morphometry to
discriminate three honeybee subspecies. Apidologie, v. 39, n. 5, p. 558-563,
2008.

TOFILSKI, A. Using geometric morphometrics and standard morphometry to
discriminate three honeybee subspecies. Apidologie, v. 39, n. 5, p. 558-563,
20009.

UEIRA-VIEIRA, C.; ALMEIDA, L. O.; ALMEIDA, F. C. De; AMARAL, |I. M. R;;
BRANDEBURGO, M. A. M.; BONETTI, A. M. Scientific note on the first molecular
detection of the acute bee paralysis virus in Brazilian stingless bees. Apidologie,
v. 46, p. 628-630, 2015.



40

VANENGELSDORP, D.; HAYES JR. J.; UNDERWOOD, R. M.; CARON, D
PETTIS, J. S. A survey of managed honey bee colony losses in the USA, fall 2009
to winter 2010. Journal of Apicultural Research, v. 50, p.1-10, 2011.

VANENGELSDORP, D.; HAYES JR. J.; UNDERWOOD, R. M.; PETTIS, J. S. A
survey of honey bee colony losses in the United States, fall 2008 to spring 2009.
Journal of Apicultural Research, v. 49, p. 7-14, 2010.

VANENGELSDORP, D.; EVANS, J. D.; SAEGERMAN, C.; MULLIN, C,
HAUBRUGE, E.; NGUYEN, B. K.; FRAZIER, M.; FRAZIER, J.; COX-FOSTER, D.;
CHEN, Y.; UNDERWOOD, R.; TARPY, D. R.; PETTIS, J. S. Colony collapse
disorder: a descriptive study. PloS One, v. 4, 6481, 20009.

VANENGELSDORP, D.; HAYES JR. J.; UNDERWOOD, R. M.; PETTIS, J. A
survey of honey bee colony losses in the U.S., fall 2007 to spring 2008. PloS One,
v. 3, e4071, 2008.

VANENGELSDORP, D.; UNDERWOOD, R.; CARON, D.; HAYES JR., J. An
estimate of managed colony losses in the winter of 2006—2007: a report
commissioned by the Apiary Inspectors of America. American Bee Journal, V.
147, p. 599-603, 2007.

VENTURIERI, G. C.; BAQUERO, P. L.; COSTA, L. Formacé&o de Minicolbnias
de Urucu-Cinzenta [Melipona fasciculata Smith 1858 (Apidae, Meliponini)].
Belém, PA: Embrapa Amzonia Oriental, 2015, 28p.

VENTURIERI, G. C.; RAIOL, V. F. O.; PEREIRA, C. A. B. Avaliacdo da introducao
da criacdo racional de Melipona fasciculata (Apidae: Meliponina), entre o0s
agricultores familiares de Braganca, PA, Brasil. Biota Neotropica, v. 3, n. 2, p. 1-
7, 2003.

VILLAS-BOAS, J. Manual Técnolégico: Mel de abelhas-sem-ferrdo. Instituto
Sociedade, Populacdo e Natureza (ISPN). 2012, Brasiia. 96 p.



41

WALDSCHMIDT, A. M.; MARCO-JUNIOR, P.; BARROS, E. G.; CAMPOS, L. A.
O. Genetic Analysis of Melipona quadrifasciata LEP. (Hymenoptera: Apidae,

Meliponinae) with rapd markers. Journal Brazilian Biological, v. 62, n. 4B, p.
923-928, 2002.

WILSON, E. O. The Insect Societies. Cambridge, Massachusetts: Belknap
Press, 1971, 548 p.

WINFREE, R.; AGUILAR, R.; VAZQUEZ, D. P.; LEBUHN, G.; AIZEN, M. A. A
meta-analysis of bees’ responses to anthropogenic disturbance. Ecology, v. 90, n.
8, p. 2068-2076, 2009.

WINSTON, M. L. The biology of the honey bee. Cambridge, MA: Havard
University Press, 1991. 281p.

YUE, C.; GENERSCH, E. RT-PCR analysis of Deformed Wing Virus in honeybees
(Apis mellifera) and mites (Varroa destructor). Journal of General Virology, v.
86, n. 12, p. 3419-3424, 2005



42

ARTIGO 1

IDENTIFICACAO DE POPULACOES ISOLADAS DE
Melipona subnitida DUCKE, 1910 (APIDAE: MELIPONINI)
EM SUA AREA DE OCORRENCIA NATURAL"

'Artigo a ser ajustado para posterior submissdo ao Comité Editorial do periédico cientifico Journal
of Hymenoptera Research, em versao na lingua inglesa.
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Identificac&o de populacdes isoladas de Melipona subnitida Ducke, 1910
(Apidae: Meliponini) em sua area de ocorréncia natural

Resumo: A perda de diversidade entre abelhas eussociais e a extingdo de suas
populacdes tornaram-se uma das principais preocupacfes no mundo. O declinio
das populacdes de Melipona subnitida, tem aumentado devido a atividades com
as suas populacdes como a extracao predatéria de ninhos, destruicdo dos seus
habitats e variacbes climaticas. Conhecer as populacbes em sua area de
ocorréncia e isoladas pode dar uma visao geral das estratégias de monitoramento
e conservacao desta espécie. Neste estudo, utilizando a morfometria geométrica,
foram analisadas dez colbnias de M. subnitida oriundas do Estado do Piaui,
Brasil. Posteriormente os resultados obtidos nestas col6nias foram comparados
com dados anteriormente publicados para esta espécie, de coldnias oriundas dos
Estados de Alagoas (31 col6nias), Bahia (14 col6nias) e Pernambuco (28
colbnias), estados do Nordeste brasileiro. Avaliou-se uma possivel existéncia de
populacdes disjuntas devido as diferencas entre as regides de ocorréncia. As
analises morfométricas sugeriram divergéncia dentro das populacées de M.
subnitida do Estado do Piaui. Observou-se uma disjuncéo entre as populacfes do
Piaui e os demais estados. Essas diferencas foram associadas principalmente as
divergéncias morfoclimaticas e a distancia geografica. A presenca de perfis
morfométricos em populacbes de diferentes biomas indica a necessidade de
atencao especial nas estratégias de conservacao da espécie de modo local e ndo

generalizado, uma vez que ocorrem diferengas de acordo com a origem do inseto.

Palavras-chave: Jandaira, variacdo populacional, abelha-sem-ferrao.
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Identification of isolated populations of Melipona subnitida Ducke, 1910
(Apidae: Meliponini) in their natural occurrence area

Abstract: The loss of diversity among social bees and the extinction of their
populations has become a major concern in the world. The decline of the
populations of Melipona subnitida has increased due to activities with their
populations such as the predatory extraction of nests, destruction of their habitats
and climatic variations. Knowing the populations in their area of occurrence and
isolated can give an overview of the strategies of monitoring and conservation of
this species. In this study, using the geometric morphometry, ten colonies of M.
subnitida from the State of Piaui, Brazil, were analyzed. The results obtained in
these colonies were compared with data previously published for this species,
from colonies from the states of Alagoas (31 colonies), Bahia (14 colonies) and
Pernambuco (28 colonies), states of Northeast Brazil. A possible existence of
disjoint populations was evaluated due to the differences between the regions of
occurrence. The morphometric analysis suggested divergence within the
populations of M. subnitida of the State of Piaui. It was observed a disjunction
between the populations of Piaui and the other states. These differences were
mainly associated with morpho-climatic divergences and geographical distance.
The presence of morphometric profiles in populations of different biomes indicates
the need for special attention in conservation strategies of the species in a local
rather than generalized way since differences occur according to the origin of the

insect.

Key words: Jandaira, population variation, stingless bee.
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INTRODUCAO

A Tribo Meliponini abrange as abelhas-sem-ferrdo, dentre as quais o
género Melipona € o mais abundante em espécies (Michener, 2007, Camargo e
Pedro, 2013). Melipona subnitida conhecida popularmente como Jandaira,
endémica do Nordeste brasileiro, € uma das abelhas nativas sem ferrdo mais
criadas racionalmente nessa regido (Carvalho et al., 2014). Esta abelha é
considerada um importante polinizador em culturas agricolas e plantas nativas da
Caatinga (clima semiarido e vegetacdo xerdfila) (Andrade-Lima, 1981), e
excelente na producdo de mel e cera (Bruening 2006, Lopes et al., 2007).

A abelha Jandaira apresenta registro de ocorréncia nos Estados de
Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhéo, Paraiba, Pernambuco, Piaui e Rio Grande do
Norte (Camargo e Pedro, 2013). Apesar desses autores citarem a ocorréncia da
espécie também no Estado de Sergipe, incursfes a campo ndo confirmaram esse
registro (Informacdo Pessoal Dr. Edilson Divino de Arautjo, 2017). Esta espécie
nidifica preferencialmente em troncos ocos de Commiphora leptophloeos (Mart.)
J.B. Gillett (Burseraceae) e Poincianella pyramidalis (Tul.) L.P. Queiroz
(Fabaceae) (Martins et al., 2004, Bruening, 2006), onde mais de 75% dos ninhos
ja registrados foram nessas duas espéceis botanicas (Martins et al., 2004,
Barbosa 2013).

Devido a importancia ecoldgica e econbmica da jandaira (Jaffé et al.,
2015, Koffler et al., 2015), estudos populacionais, de comportamento (Koedam et
al., 1999, Maia-Silva et al., 2013, 2016); identificacdo de nova estrutura para
nidificacdo (Carvalho et al., 2014) e estrutura populacional utilizando ferramentas
da biologia molecular tém sido intensificados para esta espécie (Bonatti et al.,
2014),.

Recentemente a morfometria geométrica foi utilizada para estudos
especificos para caracterizar populacdes de M. subnitida de diferentes regibes de
sua distribuicdo natural (Bonatti et al., 2014, Lima et al., 2014; 2016). Embora as
pesquisas sobre a populacdo de abelhas tenham sido iniciadas ha algum tempo,
os estudos sobre a estrutura populacional de jandaira ainda sdo escassos,
especialmente de populagfes localizadas nos limites de distribuicdo da espécie e

locais considerados isolados para suas populagdes.
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Estes estudos séo importantes para entender aspectos biolégicos dessas
populacdes e promover a sua conservagao (Camara et al., 2004, Bonatti et al.,
2014). Dessa forma, a caracterizacao de populacfes disjuntas se torna importante
por gerar informacgdes sobre migracdo, colonizacao, fragmentacdo de habitats e
conservacao da biodiversidade.

O objetivo deste trabalho foi identificar a variagcdo populacional de M.
subnitida na sua area de ocorréncia natural, provenientes do Estado do Piaui,
avaliando se estas podem ser consideradas disjuntas de populacdes em sua area

de ocorréncia.
MATERIAL E METODOS
Dez diferentes col6nias de M. subnitida distribuidas em seis meliponarios
entre cinco cidades do estado do Piaui, Brasil (Tabela 1), em cada col6nia, foram

coletadas 10 operarias em dezembro de 2014.

Tabela 1. Origem, altitude e localizacdo geografica das amostras de Melipona

subnitida no Estado do Piaui, Brasil.

Altitude  Latitude  Longitude ~ umero  Numero

Localidade de de

(m) (S) (©) colénias abelhas
Cajueiro da Praia 27 03°04°'44,3” 41°26°’10,6” 1 10
Camurupim 18 03°04°44,2” 42°26'10,5” 3 30
Parnaiba 63 02°54'18" 41° 46'37" 2 20
Piracuruca 141  03°57°18,9” 41°45’00.1” 2 20
Sigefredo Pacheco 290 04°54°47.9” 41°44°02.2” 2 20

As abelhas coletadas foram transportadas para o laboratério do Grupo de
Pesquisa Insecta, da Universidade Federal do Recdncavo da Bahia, onde as asas
anteriores direitas foram removidas e dispostas entre laminas para microscopia e
fotografadas com lupa microscépica (Leica® S8 APO) com camera acoplada
(Leica® DFC 295) para as andlises dos padrées de venacéao. As fotografias foram
transformadas no software tpsUtil versdo 1.40 (Rohlf, 2008a), e dez marcos

anatdbmicos foram marcados na juncdo das nervuras de cada asa utilizando o
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software tpsDig versao 2.17 (Rohlf 2008b) para mensuragédo das medidas (Figura
1).

Figura 1. Asa anterior direita de Melipona subnitida com os 10 marcos anatémicos

localizados na juncao das veias, utilizados na analise morfométrica.

Os dados morfométricos em populacdes de M. subnitida oriundas de
diferentes cidades dos estados de Alagoas, Bahia e Pernambuco (Lima et al.,
2014) que estdo descritas na Tabela 2 foram utilizadas como parametro de

comparacao.

Tabela 2. Origem e localizagdo das amostras de Melipona subnitida nos estados

de Alagoas, Bahia e Pernambuco (Lima et al., 2014).

Altitude Ndmero Ndamero

Localidade/Estado (m) Latitude (S)  Longitude (O) de de
colbnias abelhas

Agua Banca (AL) 380 9°10'24,7” 37°51'41,9” 9 121

Cumaru (PE) 348 8°1'58,5” 35°45'3,11” 6 55

Exu (PE) 887 7°20'22,6” 39°54'58,5” 3 30

Joa (BA) 243 9°31°08,8” 38°25’36,7” 6 83

Mata Grande (AL) 424 9°11°09,3” 37°50'09,8” 12 150

Passira (PE) 160 7°55'37,8” 35°30'14,0” 5 47

Riacho das Almas (PE) 413 8°3'40,7” 35°49'9,62” 6 60

S&o José (BA) 243 9°39'04,8” 38022'43,2” 8 102

Taquaritinga do Norte (PE) 785 7°56'14,1” 36°7°05,7” 8 32

As analises estatisticas foram realizadas utilizando uma média por colénia.
Para cada colbnia foi utilizado um namero médio entre 10 a 15 asas, a depender
da disponibilidade de individuos por colénias. Por meio da Analise de
Componentes Principais, da Analise de Variaveis Canobnicas, da Distancia de D2
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de Mahalanobis e da Distancia de Procrustes, os dados obtidos foram usados
como variaveis e confrontados. Foram realizadas analises comparativas dentro
das populacbes de abelhas coletadas no Estado do Piaui e entre estas e as
populacdes de M. subnitida dos estados de Alagoas, Bahia e Pernambuco. As
analises foram realizadas utilizando o programa MorphoJ versdao 1.03
(Klingenberg, 2011). Além disso, foram realizados testes de Mantel e analises de
agrupamento, pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean) utilizando o Software Past 2.17.

RESULTADOS

Populacdes de M. subnitida do Estado do Piaui

Os trés primeiros componentes principais explicaram 79,11% da variacao
total entre as populacbes do Piaui: CP1= 33,94%; CP2= 25,96%, PC3= 19,20%
(Figura 2).

- Cajueiro da Praia
0.016 M — )
= Cumurupim

0.0127 M Parnaiba

0.008 O Piracuruca
0.004 [ | O Ssigefredo Pacheco
0.000 QO
-0.004{ +

-0.008

Componente Principal 2

-0.012

-0.016

-0.020 - r
-0.020 -0.016 -0.012 -0.008 -0.004 0.000 0.004 0.008 0.012 0.016

Componente Principal 1

Figura 2. Dispersao gréfica das seis populacdes de Melipona subnitida em relacao
a eixos cartesianos estabelecidos por componentes principais (ACP1, ACP2)

obtidas a partir da forma da asa.

Com base na distancia de Mahalanobis e Procrustes (Tabela 3), foi
possivel observar diferenca significativa (P<0,0001) onde a maior distancia
ocorreu entre as populacdes dos municipios de Parnaiba e Cajueiro da Praia,

enquanto a menor distancia morfologica ocorreu entre as populacdes dos
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municipios de Sigefredo Pacheco e Piracuruca com valor de dissimilaridade de
2,11.

Tabela 3. Distancias de Mahalanobis (metade superior da matriz) e distancia
Procrustes (metade inferior da matriz) entre as populacdes de Melipona subnitida

do Estado do Piaui, Brasil, calculadas a partir da analise de variavel candnica.

CPR CUM PAR PIR SIG
CPR 2,521 4,801 3,522 2,674
CUM 0,017 4,218 3,312 2,824
PAR 0,029 0,022 2,866 3,106
PIR 0,019 0,019 0,019 2,110
SIG 0,014 0,018 0,019 0,012

Legenda: CPR- Cajueiro da Praia; CUM- Cumurupim; PAR- Parnaiba; PIR- Piracuruca; SIG-
Sigefredo Pacheco.

Por meio do dendograma baseado em UPGMA (Figura 3) foi possivel
observar a formacdo de quatro grupos entre essas populacdes. E importante
ressaltar que trés grupos sao formados por populacdes localizadas na regido
litorAnea do Piaui, que mesmo estando proximos geograficamente ndo sao
agrupados entre si. O Coeficiente de Correlacdo Coofenética (CCC) foi de 76%

indicando uma boa representacéao grafica.

Sigefredo Pacheco
Cajueiro da Praia
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Piracuruca
Cumurupim
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Figura 3. Dendrograma gerado pelo UPGMA com as distancias de Procrustes a
partir de médias entre colbnias de Melipona subnitida em cindo localidades
distintas estado do Piaui, Brasil (CCC = 76%).
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Populacdes de M. subnitida dos estados de Alagoas, Bahia, Pernambuco e
Piaui

A Analise de Variavel Canénica mostra a formacao de trés grupos, onde ha
sobreposicdo entre as populacbes da Bahia e Pernambuco, com o primeiro
componente principal explicando 61,42% da variacdo total entre os individuos
(Figura 4). No primeiro eixo candnico o Estado do Piaui se difere do Estados de
Bahia e Alagoas e no segundo Alagoas se difere de Bahia e Pernambuco. Essa
sobreposicao pode esta associada semelhanca morfocliméticas e a proximidade

geografica entre essas localidades.
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Figura 4. Dispersdo grafica de quatro populacbes de Melipona subnitida em
relagdo a eixos cartesianos estabelecidos por variaveis canénicas (VC1 VC2)
obtidas a partir da forma das asas.

As distancias de Mahalanobis variaram de 1,40 (entre Bahia e
Pernambuco) para 3,78 (entre Alagoas e Piaui), enquanto as distancias de
Procrustes variaram de 0,01 (entre Bahia e Pernambuco) e 0,02 (entre Alagoas e
Piaui) mostrando que a menor distancia morfolégica ocorreu entre os estados de
Bahia e Pernambuco enquanto a maior distancia foi registrada entre os estados
de Alagoas e Piaui (P<0,0001).

No teste de validacdo cruzada as classificagbes que apresentaram maior
éxito foram entre Alagoas (98,0%) e Piaui (99,0%); Bahia (94,5%) e Piaui (98,0%)

e Pernambuco (92,8%) e Piaui (95,0%) significativamente diferentes entre si
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(P<0,0001) definindo corretamente grande porcentagem dos individuos dentro de
seus respectivos grupos. As populagdes de Bahia (71,8%) e Pernambuco (77,6%)
foram as que tiveram menor indice de acerto na classificacdo dos individuos em
seus grupos, apesar dessas populacdes apresentam alguma semelhanca em sua
morfologia e séo significativamente diferentes (P<0,0001). Na validacdo cruzadas
as taxas de classificacdo correta para as populacbes de Alagoas, Bahia e
Pernambuco foram de 85,0%, 87,0% e 88,9% respectivamente.

O teste de Mantel revelou que ndo ha significancia entre as correlacdes de
tamanho x altitude e forma x altitude (P> 0,05). Por outro lado, tanto o tamanho
(P<0,0001) quanto forma (P<0,0001) estavam significativamente diferentes
guando correlacionados a distancia geografica em populacdes de M. subnitida.

No dendograma de proximidade morfologica (UPGMA), as populacdes das
localidades do Piaui foram agrupadas em um ramo e as populacdes pertencentes
as localidades dos Estados de Alagoas, Bahia e Pernambuco foram agrupadas
em outro ramo. No ramo das populacées do Piaui a subdivisdo foi mantida em
relacdo a andlise individual do estado mostrando que independentemente de
analises entre esses grupos, essas populacdes sdo diferentes das demais. As
populacdes de Alagoas, Bahia e Pernambuco foram agrupadas em sub-ramos. O
coeficiente de correlacao cofenética foi de 85% indicando que o dendograma é

uma boa representacdao gréafica (Figura 5) .
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Figura 5. Dendrograma gerado pelo UPGMA com as distancias de Procrustes a

partir de médias entre colénias de Melipona subnitida de diferentes localidades
(CCC = 85%).

DISCUSSAO

Populacdes de M. subnitida do Estado do Piaui

Foi possivel detectar variabilidade dentro das populacbes do Piaui, que
apresentaram diferencas morfolégicas na forma das asas. Esta variacdo esta
provavelmente relacionada com a variagdo ambiental entre a regido de sua
ocorréncia. A regido Meio-Norte é caracterizada por tropical imido com verao
Uumido e inverno seco enquanto a regiao litoranea é predominante tropical seco,
com duracao do periodo seco de seis meses. As populacdes de Cajueiro da Praia
e Camurupim formaram dois sub-ramos a partir do ramo principal formado por
Piracuruca e Sigefredo Pacheco enquanto Parnaiba estd em um ramo isolado.

Dessa forma é possivel observar que as populagbes da regido litoranea

apresentaram uma diferenca morfolégica entre as demais populagbes. Nesse
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contexto, Vijayakumar e Jayaraj (2013), mostraram que fatores como temperatura
e umidade relativa afetaram a diversidade morfolégica de abelhas-sem-ferrdo da
india.

A diferenciacdo evidenciada através das populacdes mais proximas sugere
que M. subnitida do Estado do Piaui esteja em uma fase de diferenciacao
populacional apesar da curta distancia geogréfica. A diferenca morfologica dessa
populacdo pode ser considerada linhagens evolutivas independentes, onde o
padrdo da diversificacdo corresponde ao mecanismo de isolamento incluindo as
diversidades morfoclimaticas da regido (Bonatti et al., 2014).

Estudo semelhante mostrou que populacdes de Bombus ephippiatus,
apresentarm divergécia morfolégica dentro de suas populacées em toda area de
sua distribuicdo geografica com evidéncias de que essa espécie apresenta
linhagens evolutivas independentes (Duennes et al., 2016). Hurtado-Burillo et al.
(2016) também encontraram diferencas fendtipicas significativas utilizando
caracteres de asas em populacdes de Scaptotrigona mexicana dentro de uma

mesma area de distribuicéo.

Populacdes de M. subnitida dos estados de Alagoas, Bahia, Pernambuco e
Piaui

Os resultados sugerem que ha formacdo de grupos que separam as
populacdes que ocupam uma area considerada isolada. Esta conclusdo baseia-se
na separacao entre as populacdes do Estado do Piaui das populacées dos
Estados de Alagoas, Bahia e Pernambuco. A variabilidade morfologica encontrada
entre as populacdes de Alagoas e Piaui podem ser facilmente explicadas por uma
distincdo referente as caracteristicas ambientais. Alagoas esta localizado na
regido do Sertdo nordestino, caracterizado por um clima semiérido (muito quente
com chuvas escassas) e vegetacao prenominante de Caatinga (CPRM, 2014). E
o Piaui esta localizado na regido de Meio-Norte, com clima tropical umido e
periodos de chuva variados (CEPRO, 2016).

Em estudo realizado entre populagbes de Tetragonula iridipennis os
contrastes ambientais influenciaram no desenvolvimento de variacdo morfologicas
(Francoy et al., 2015), o mesmo pode estar acontecendo entre as populacdes de
M. subnitida.
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A formacdo de grupos que separam as populagbes do Piaui das
populacdes dos demais estados deixa claro que existe uma separagdo natural
desses grupos por variagdo morfoclimatica com caracteristicas ambientais
diferentes, sugerindo que as populacdes do Piaui sdo populacbes disjuntas.
Resultados semelhantes foram observados em colonias de M. scutellaris
amostradas no Estado da Bahia a partir de regides com diferentes condicdes
ambientais (Nunes et al., 2007). Em outro estudo com M. scutellaris também foi
observado que as populacdes oriundas de dois fragmentos, area de mata
decidual isolada por esta contornada por uma vasta area de caatinga e outra
oriunda de fragmento de Mata Atlantica que ndo encontra-se isolada (Lima-Junior
et al., 2015).

Considerando a divergéncia entre essas populacdes, também é possivel
associar a uma variacao biogeografica, além do isolamento geografico entre os
locais de origem das popula¢des, Riacho das Almas e Parnaiba (878 km em linha
reta), populacdes de abelhas com maiores distancias geogréficas tem maiores
indices de variabilidade morfolégica, uma vez que a distancia de enxameacédo dos
meliponineos é curta (Kerr et al., 1996) e a distancia de v6o em abelhas-sem-
ferrdo esta associada ao tamanho do corpo e apresentam distancia maxima de
vbo de 2 km de raio da sua colbénia de origem (Araujo et al., 2004).

A distancia geogréfica entre esses ambientes pode ser considerada como
fator que impede a troca de material genético entre as colénias, e devido a
distancia geografica, a probabilidade de ter ocorrido troca entre coldnias pelos
produtores é praticamente nula. Semelhante aos nossos resultados para M.
subnitida, a relacdo entre distancia geogréafica, tamanho e forma da asa de
abelhas, foram encontradas para M. scutellaris Letreille (Nunes et al., 2007); M.
subnitida (Bonatti et al., 2014; Lima et al., 2014); M. mandacaia (Prado-Silva et al.,
2016) e M. quadrifasciata (Araujo et al., 2016).

CONCLUSAO
Os resultados apontam para a disjungdo entre as populacbes de M.

subnitida estudadas. As populacdes do Estado do Piaui mostram que essas

populacdes estédo isoladas entre si e quando comparadas com populacbes de
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outras regides, essas diferencas entre forma e tamanho podem ser associadas a
distancia geogréfica e também as diferencas entre a variacdes morfoclimaticas da

regido onde cada populacdo se encontra.
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CARACTERIZACAO POPULACIONAL DE Melipona fasciculata
SMITH, 1854 (HYMENOPTERA, APIDAE) NA REGIAO MEIO
NORTE DO BRASIL?

'Artigo a ser ajustado para posterior submissdo ao Comité Editorial do periddico cientifico
Apidologie, em versao na lingua inglesa.
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CARACTERIZACAO POPULACIONAL DE Melipona fasciculata SMITH, 1854
(HYMENOPTERA, APIDAE) NA REGIAO MEIO NORTE DO BRASIL

RESUMO: Melipona fasciculata € uma importante espécie de abelha-sem-ferrao,
criada principalmente para producéo de mel. Nos ultimos anos além da producgéo
de mel ela tem sido utilizada com sucesso na polinizagdo de plantas que
necessitam de polinizacdo por vibracdo. O manejo inadequado de colbnias e a
fragmentacdo de locais de nidificacdo podem diminuir consideravelmente as
populacdes de M. fasciculata e consequentemente levar a perda de diversidade
dessa espécie. O conhecimento sobre a estrutura das suas popula¢gbes pode
contribuir com o entendimento sobre as sua distribuicdo geogréafica e adaptacdes
de acordo com as variacdes de clima, relevo e vegetacdo. Foram coletadas
abelhas operarias de seis municipios localizados no Semiarido Piauense e
utilizadas técnicas de morfometria geométrica em suas asas anteriores para
verificar diversidade fendtipica entre local de amostragem e morfologia das asas.
Foram observadas correlacfes significativas entre variaveis (forma e tamanho de
asas e distancia geografica) (P< 0,000), sugerindo que a divergéncia entre as
populacdes foi devido a distancia geografica e fatores ambientais entre os locais
de amostragem. A fragmentacao dos habitats de populacdes de M. faciculata tem
dificultado o fluxo génico entre as suas populacdes, dessa forma, espera-se que
os resultados desse trabalho possam colaborar com a criacdo de meios viaveis
para a conservacao dessa espécie em sua area de ocorréncia natural, por meio
da conscientizacdo sobre cria¢do racional e manejo adequado a fim de preservar
a sua diversidade genética e contribuir para a geracdo de renda aos

meliponicultures.

Palavras-Chave: Meliponicultura, abelha tiba, morfometria geométrica.
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The characterisation of the population of the Melipona fasciculata Smith,
1854 (Hymenoptera, Apidae) in the Meio Norte region of Brazil

ABSTRACT: Melipona fasciculata is an important species of bee-stinging, mainly
created for honey production. In recent years besides honey production it has
been successfully used in pollinating plants that require vibration pollination. Poor
management of colonies and fragmentation of nesting sites can considerably
reduce populations of M. fasciculata and consequently lead to loss of diversity of
this species. Knowledge about the structure of their populations can contribute to
the understanding of their geographical distribution and adaptations according to
variations of climate, relief and vegetation. Worker bees were collected from six
municipalities located in the semi - arid region of Piauense and geometric
morphometry techniques were used in their anterior wings to verify phenotypic
diversity between sampling sites and wing morphology. Significant correlations
were observed between variables (shape and size of wings and geographic
distance) (P <0.000), suggesting that the divergence among populations was due
to geographic distance and environmental factors between the sampling sites. The
fragmentation of the habitats of populations of M. faciculata has hampered gene
flow among their populations, so it is expected that the results of this work may
contribute to the creation of viable means for the conservation of this species in its
natural occurrence area. Through awareness of rational breeding and proper
management in order to preserve their genetic diversity and contribute to the

generation of income to meliponicultures.

Key words: Meliponiculture, tiuba bee, geometric morphometrics.
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INTRODUCAO

Por meio da polinizacdo as abelhas-sem-ferrdo realizam um papel
significativo na manutencdo dos ecossistemas e na producdo agricola na regido
Neotropical (Slaa et al. 2006; Heard 1999). No entanto, atividades como o
desmatamento, principalmente pela derrubada de arvores utilizadas como locais
de nidificacdo, a exploracdo predatéria de ninhos de abelhas e o manejo
inadequado em colbnias (Silva 2005; Brown e Paxton 2009) tornam-se uma
grande preocupacao.

Melipona fasciculata conhecida popularmente como tilba ou urucu-
cinzenta, ocorre entre Norte e Nordeste do Brasil, entre os Estados do Maranhé&o,
Mato Grosso, Para, Piaui e Tocantins (Camargo e Pedro 2013). Essa espécie é
importante na producdo de mel (Venturieri et al. 2003) chegando a produzir entre
3,5 litros/col6nia/ano até 7 litros/colénia/ano. Além de uma excelente produtora de
mel, tilba também tem sido utilizada na polinizacdo de solanaceas em casas de
vegetacdo (Nunes-Silva et al. 2013) e em ambientes abertos foram observadas
como boas polinizadoras em culturas de acai, manga, meldo, melancia, dentre
outras (Slaa et al. 2006; Venturieri et al. 2012).

Considerando a importancia econbmica, social e ecolégica de M.
fasciculata na sua regido de ocorréncia natural, estudos sobre seu
comportamento e produtividade (Venturieri et al. 2015), e principalmente sobre
caracterizagcdo populacional devem ser realizados para melhor entender as
populacdes e promover a sua conservacao.

A morfometria geométrica tem se mostrado eficaz na identificacdo e
avaliacdo da diversidade de populacdes (Nunes et al., 2013; Lima et al., 2014,
Lima-Janior et al., 2015; Araudjo et al., 2016), na deteccdo de relacbes entre
populacbes de animais e suas localizacbes geograficas (Klingenberg 2015).
Utilizando coordenadas cartesianas essa técnica identifica configuracdes de
referéncia em varios caracteres morfologicos (Klingenberg 2002), e fornecem
posicbes relativas de cada ponto tornando possivel a reconstrugcdo da
identificagéo de formas (Rohlf, Marcus, 1993; Rohlf 1998).

O estudo sobre variagbes em populagcdes de abelhas utilizando dados

morfolégicos, comparando caracteristica entre espécies e populacdes (Garay,



64

Dias 2001; Lima Janior et al. 2015; Lima et al. 2014) sdo geralmente realizados
utilizando, caracteristicas da asa, devido a sua alta herdabilidade e por néo
sofrerem alteragbes ambientais (Diniz-Filho, Bini 1994). Uma provavel
desvantagem dessa técnica € que as estruturas bidlogicas a serem estudadas
precisam estar completamente intactas. No entanto, essa desvantagem nao &
considerada um fator critico (Lyra et al. 2010).

Embora pesquisas sobre populacdo de abelhas tenham sido iniciadas h&
algum tempo, os estudos sobre estrutura populacional de abelhas-sem-ferrdo
especialmente em sua area de ocorréncia natural, podem ser considerados
escassos. Nesse contexto, o objetivo desse estudo foi caracterizar as populacdes
de M. fasciculata em seis municipios da regido Semiarida do Estado do Piaui com

base na morfometria geométrica das asas anteriores.

MATERIAL E METODOS

Foram coletados 164 operarias oriundas de 17 colénias de M. fasciculata,
distribuidas em sete meliponarios entre seis municipios do Estado do Piaui, com
diferentes distancias geograficas (Tabela 1) consideradas de ocorréncia natural
da espécie. As coletas foram realizadas em dezembro de 2014 (Tabela 2, Figura
1).

Tabela 1. Distancia geogréfica em linha reta em quildmetros (km) entre os pares
de municipios onde foram coletadas amostras de Melipona fasciculata da regido

Meio Norte do Brasil.

Distancia Geografica (Km)

ITA MDP PIR TER URU
GUA 284 250 120 182 213
ITA 525 330 462 107
MDP 210 70 463
PIR 164 292
TER 395

Legenda: GUA: Guadalupe; ITA: Itaueira; MDP: Murici dos Portelas; PIR: Piracuruca; TER:
Teresina; URU: Urugui.
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Tabela 2. Origem e localizacdo geografica das amostras de Melipona fasciculata

da regido Meio Norte do Brasil.

R .
Localidade N Ad.e Coorder]a}das Altitude Clima/Relevo
Coldnias Geogréfica (m)
Guadalupe 18 2 05°02°18,7"/42°48°07,0" 142 Tropical /Cerrado
Itaueira 10 1 07" 36'14.6"/43°01°30,0” 260 Tropical semiarido/
. ; Cerrado
Murici dos 28 3 0301°09,9"/41 46" 55.6" 77 Tropical /Planicie
Portelas . . litordnea
Piracuruca 58 6 04 55710,5"/41 43°13,6" 291 Tropical /Meio Norte
Teresina 20 2 03°30°33,2"/42°11°40,4" 106 Tropical /Meio Norte
Urucgui 30 3 06'48'23,6"/43'34°41,0" 281 Tropical /Cerrado

Legenda: N: nimero de operarias coletadas por localidade visitada

Muruci dos
Portelas

I .
2t Piracuruli

Figura 1. Origem e localizagdo geografica das amostras de Melipona fasciculata
da regido Meio Norte do Brasil. Adaptado: http://splink.cria.org.br/mapper

As asas anteriores direita foram removidas e dispostas entre laminas para

microscopia e fotografadas com camera digital acoplada a um estereomicroscopio
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para as analises dos padrbes de venacdo. As fotografias foram transformadas em
formato tps no software tpsuUtil versdo 1.40 (Rohlf 2008a), foram utilizados 13
marcos anatébmicos (Figura 2) na juncdo das nervuras de cada asa a partir do
tpsDig versao 2.17 (Rohlf 2008b).

Foram realizadas analises multivariadas, como Analise de Componente
Principal (PCA), a Analise de Variaveis Canodnicas, Distancia de D2 de
Mahalanobis, Distancia de Procrustes e Validacdo Cruzada para verificar a
existéncia de variacdo entre as populacdes, essas andlises foram realizadas no
MorphoJd versdo 1.03 (Klingenberg 2011). Além disso, foram realizadas as
analises de agrupamento, pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group Method

with Arithmetic Mean) e o teste de Mantel utilizando distancia geografica em linha

reta, tamanho e forma das asas das abelhas, utilizando o Software Past 2.17.

Figura 2. Asa anterior direita de Melipona fasciculata mostrando os 13 marcos
anatomicos localizados na juncdo das veias das asas, que foram utilizadas na

analise morfométrica.
RESULTADOS
A andlise de variavel canénica definiu os grupos em que a populagdo em

estudo pertence. Foi possivel observar os pontos que distinguem a separacao dos
grupos de M. fasciculata (Figura 3).
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Figura 3. Representacdo grafica da disposicdo relativa das populacdes de
Melipona fasciculata das cidades de Guadalupe, Itaueira, Murici dos Portela,
Piracuruca, Teresina e Urucui, obtida a partir das analises de variaveis candnicas

dos 13 pontos anatdmicos nas juncdes de nervuras das asas anteriores direita.

Com base na distancia de Mahalanobis e Procrustes (Tabela 3), observou-
se que a menor proximidade ocorreu entre as populacdes dos municipios de
Itaueira e Teresina, enquanto a menor diferenca morfoldégica ocorreu entre as

populacdes de Piracuruca e Teresina, com um valor de dissimilaridade de 2,32.

Tabela 3. As distancias de Mahalanobis (metade superior da matriz) e distancia de
Procrustes (metade inferior da matriz) entre as populacbes de Melipona

fasciculata, calculados a partir da andlise de variavel canénica.

GUA ITA MDP PIR TER URU
GUA 4,89 4,55 3,83 4,02 2,77
ITA 0,021 6,08 6,41 6,77 5,51
MDP 0,018 0,024 3,42 4,92 3,77
PIR 0,013 0,026 0,012 2,32 2,86
TER 0,012 0,027 0,017 0,007 3,11
URU 0,011 0,023 0,013 0,012 0,013

Legenda: GUA: Guadalupe; ITA: Itaueira; MDP: Murici dos Portelas; PIR: Piracuruca; TER:
Teresina; URU: Urugui.

A estruturacdo também foi revelada pelas Distancias de Mahalanobis que

caracteriza uma distancia em linha reta e pela Distancia de Procrustes que
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compreende uma distancia geodesica. Dessa forma, foi observada variagao
morfolégica entre as populacbes de ltaueira e Murici dos Portelas que também
pode ser observado no grafico de candnica.

Na validacéo cruzada, a classificacdo dos individuos que oteve menor éxito
ocorreu entre as populacbes de Guadalupe e Itaueira com 66% e 50%
respectivamente. A populagdes que apresentaram maior valor na classificagao de
individuos foi a populacdo de Itaueira e Piracuruca, e Itaueiras e Urugui ambas
correlagdes com 100% de classificacdo. Esses resultados reforcam a diferenca
morfologica entre as populacdes de Itaueiras das demais populacdes.

Baseado no dendrograma (UPGMA; Figura 4), foi observado diferencas
morfoldgicas entre as populacdes dos municipios de Itaueira e Murici dos Portelas
gue foram agrupadas em ramos isolados, destacando-se a partir de popula¢cdes

de outras regides, com o Coeficiente de Correlacdo Coofenética (CCC) de 94%.

Murici dos Portelas

Piracuruca
Teresina
Urugui
Guadalupe
ltaueira

0,000+
0,003
0,006+

96
0,009

0,012 |38
54

Distancia

0,015+ 97

0,018

0,0214

0,024+ 100

Figura 4. Dendrograma gerado pelo UPGMA com as distancias morfométricas a
partir de médias entre colénias de Melipona fasciculata de diferentes localidades
do Estado do Piaui (CCC = 94%).
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A correlacéo realizada pelo teste de Mantel ndo revelou corelagdo entre
forma e tamanho x altitude (Tabela 4). Por outro lado, forma e tamanho foram
significativamente correlacionados a distancia geografica em populacdes de M.
fasciculata (Tabela 4).

Tabela 4. Teste de Mantel usado para comparar matrizes de forma, tamanho,
altitude, e distancia geografica, com base em medicbes de asa de Melipona

fasciculata com 5000 permutagdes.

COMPARAQAO DE MATRIZES R? P
Forma x Altitude 0,028 0,344"°
Forma x Distancia Geogréfica 0,817 0,006*
Tamanho x Forma 0,989 0,002*
Tamanho x Altitude 0,066 0,285"°
Tamanho x Distancia Geogréfica 0,085 0,004*

DISCUSSAO

A morfometria geométrica das asas anteriores foi eficiente na deteccdo de
variabilidade entre as popula¢des, contribuindo para o entendimento da estrutura
populacional de M. fasciculata. Os resultados da analise morfométrica apontaram
diferenca na forma da asa entre as populagcbes ao longo da sua distribuicdo
geografica entre os locais de coleta e também esta provavelmente relacionada
com variabilidade ambiental entre os locais amostrados. Divergéncia morfolégica
em Melipona também foi observada por outros autores para M. subnitida (Bonatti
et al. 2013; Lima et al. 2014), M. scutellaris (Lima-Junior et al. 2015) e M.
mandacaia (Prado-Silva et al. 2016). Esses autores verificaram que quanto maior
a distancia geografica maior a divergéncia morfolégica.

A divergéncia morfologica encontrada entre as populagdes dos municipios
de Itaueira e Teresina pode ser explicada pela interacdo entre distancia
geografica (462 km em linha reta) e diferencas morfoclimaticas entre os
municipios. Teresina esta localizada na regido Meio-Norte do Estado do Piaui,
caracterizada por clima tropical umido, com chuvas rapidas e intensas (IBGE,

2015), e vegetacdo de cerrado e mata de cocais (carnauba, babacu, buriti)
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(CEPRO 2013); ltaueira esta localizado na regido de Cerrado do estado, com
clima tropical semiarido (periodo seco de sete a oito meses), com vegetacao
tipica de cerrado (cerraddo) (CEPRO 2013). As populacdes que apresentam
menor divergéncia morfolégica foram Piracuruca e Teresina. Estas populacdes
estdo geograficamente préximas umas das outras (164 km) e as regides
apresentam semelhancas de clima, vegetacao e relevo.

Através da analise de agrupamento foi possivel confirmar diferencas
morfologicas entre as populacdes e, em geral, através de uma correlacdo entre
morfologia da asa anterior e a distancia geograficas. Teresina e Piracuruca estao
proximas geograficamente, bem como Urucui e Guadalupe que além de estarem
com localizagdo geogréfica proxima uma da outra, apresentam variacfes
morfoclimaticas parecidas (CEPRO 2013).

Resultados semelhantes ja foram encontrados ao estudar a diversidade da
populacdo em M. beecheii de diferentes paises da América Central (Francoy et al.
2011), observando-se que as populacdes localizadas longe uma das outras e com
caracteristicas morfofisioldgicas distintas mostraram divergéncia morfoldgica.
Mendes et al. (2007) observaram diferencas morfolégicas entre 0s grupos
Nannotrigona testaceicornis das areas urbana e rural do municipio de Uberlandia,
estado de Minas Gerais, no sudeste do Estado do Brasil. Os autores associaram
essas diferencas com pressbes seletivas na éarea urbana e uma maior
probabilidade de variabilidade genética na area rural.

Caracteristicas climaticas e de vegetacdo e distancia geografica também
foram fatores importantes para definir grupos de M. scutellaris provenientes do
Estado da Bahia, agrupando em um mesmo ramo as populacdes provenientes de
regides mais proximas geograficamente e que apresentavam caracteristicas
morfoclimaticas semelhantes (Lima-Junior et al. 2012). A semelhanca ambiental
também foi fator importante na definicdo de grupos de trés espécies de abelhas
do Nordeste da india com Tetragonula iridipennis, T. Laeviceps e Lepdotrigona
ventralis agrupadas de acordo com a proximidade geografica e semelhanca de
caracteristicas ambientais do local de origem (Vijayakumar et al. 2013).

Os estudos acima em conjunto destacam a importancia da caracterizacao
da estrutura populacional das abelhas-sem-ferrdo, especialmente das espécies

pouco estudadas que habitam o Nordeste do Brasil, porque ajudam a identificar
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populacdes diferenciadas, que necessitam de intervencdo humana, como forma
de diminuir os indices de endogamia.

Conclui-se que houve diferenca morfoldgica entre as populacbes de M.
fasciculata provenientes de seis locais diferentes no Estado do Piaui onde essa
espécie ocorre naturalmente com uma correlacédo entre a forma da asa e o local
de amostragem sugerindo diversidade morfologica devido a distancia geografica
guanto a diferencas entre clima e vegetacéo.
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ARTIGO 3

HIDROCARBONETOS CUTICULARES NO RECONHECIMENTO DE
ESPECIES E DE COLONIAS DE Melipona spp.
(HYMENOPTERA: MELIPONINI)*

1Artigo a ser ajustado e submetido ao Comité Editorial do periddico cientifico Journal of Chemical
Ecology, em verséo na lingua inglesa.
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HIDROCARBONETOS CUTICULARES NO RECONHECIMENTO DE ESPECIES
E DE COLONIAS DE Melipona spp. (HYMENOPTERA: MELIPONINI)

Resumo - A compreensédo sobre o papel do hidrocarboneto cuticular (HCC) no
reconhecimento entre e interespecifico baseia-se em grande parte em espécies
de formiga de climas temperados e em Apis mellifera. As abelhas-sem-ferréo
continuam relativamente pouco estudadas, apesar de ser o maior grupo de
abelhas eussociais, compreendendo mais de 400 espécies com
aproximadamente 60 géneros. As Meliponini e Apini divergiram entre 80-130 Myr
B.P., assim as trajetorias evolutivas que moldaram os sistemas de comunicagéo
guimica em formigas, abelhas do género Apis e as abelhas-sem-ferrdo podem ser
muito diferentes. Portanto, o objetivo principal deste estudo foi estudar em detalhe
uma espécie de abelha sem ferrdo (Melipona fasciculata), usando métodos
desenvolvidos para as formigas, com o objetivo de identificar qualquer sinal
especifico do HCC de espécie ou colbnia. Um objetivo adicional foi coletar novos
dados de HCC em quatro outras espécies de Melipona do Nordeste Brasileiro e
comparar os novos dados com os estudos em HCC previamente publicados sobre
Melipona. Foi observado que cada uma das dez espécies Melipona estudadas até
agora produziu um sinal especifico de HCC de espécies com base em sua
producdo de isébmero do alceno. Um numero notavel de isbmeros de alceno, até
23 em M. asilvai, indicou a diversificacdo de isbmeros posicionais de alceno entre
as abelhas-sem-ferrdo. O Unico outro grupo que realmente obteve diversificacdo
na producdo de isbmero alceno foram espécies de mamangavas (Bombus spp.),
gue sdo um grupo irmao das abelhas-sem-ferrdo. Foi possivel detectar um sinal
especifico de colénia muito fraco em Melipona fasciculata. Também, entre as dez
espécies neotropicais de Melipona, ndo foi possivel detectar nenhum efeito do
meio-ambiente sobre a proporgéo de producao de alcano, como foi sugerido para

algumas outras espécies.

Palavras-chave: Abelhas-sem-ferrdo, Melipona, Perfis Cuticulares, Alcenos.
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Cuticular hydrocarbons in species and colony
recognition in Melipona spp. (Hymenoptera: Meliponini)

Abstract- Understanding the role of cuticle hydrocarbons (HCC) in interspecies
and interspecific recognition is largely based on temperate ant species and Apis
mellifera. The stingless bees remain relatively little studied, despite being the
largest group of euphoric bees, comprising more than 400 species of
approximately 60 genera. The Meliponini and Apini diverged between 80-130 Myr
B.P., so the evolutionary trajectories that shaped chemical communication
systems in ants, Apis bees, and stingless bees may be very different. Therefore,
the main objective of this study was to study in detail a stingless bee species
(Melipona fasciculata), using methods developed for the ants, in order to identify
any specific HCC species or colony. An additional objective was to collect new
HCC data on four other species of Melipona from Northeast Brazil and compare
the new data with previously published HCC studies on Melipona. It has been
observed that each of the ten Melipona species studied so far has produced a
species-specific HCC signal based on their alkene isomer production. A
remarkable number of alkene isomers, up to 23 in M. asilvai, indicated the
diversification of alkene positional isomers among stingless bees. The only other
group that actually achieved diversification in the production of alkene isomer were
species of mammals (Bombus spp.), which are a sister group of stingless bees. It
was possible to detect a specific signal of very weak colony in Melipona
fasciculata. Also, among the ten Neotropical species of Melipona, it was not
possible to detect any effect of the environment on the proportion of alkane

production, as was suggested for some other species.

Key Words- Stingless bees, Melipona, Cuticular profiles, Alkenes.
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Introducéo

A comunicacdo quimica é a mais antiga forma de comunicagdo, se
espalhando por todas as formas de vida (Wilson, 1970). Os feromonios sao
conhecidos como um dos mais importantes sinais quimicos responsaveis pela
comunicacdo e comportamento conhecido desde género a superorganismos
(Kather & Martin, 2015; Wyatt, 2013). Contatos semioquimicos de curto alcance
sdo usados por muitos insetos para identificar outros individuos da mesma ou de
diferentes espécies (Wyatt, 2013).

Atualmente, esta bem estabelecido que hidrocarbonetos cuticulares (HCC)
formam um grupo muito importante de compostos usados em reconhecimento
(Blomquist & Bagneres 2010; Wyatt, 2013). Originalmente, esta camada lipidica
preserva o inseto da dessecacdo, abrasdo e infeccdo da cuticula, assim,
assegurando diretamente a sua sobrevivéncia (Lockey, 1988). No entanto, em
muitos taxons de insetos, lipidios cuticulares evoluiram para se tornar parte dos
seus sistemas de comunicacdo, permitindo-lhes de forma confiavel diferenciar
entre amigo e inimigo, ou encontar um parceiro para acasalamento (Blomquist &
Bagneres 2010; Prestwich & Blomquist 2014).

A compreensédo sobre o conhecimento de HCC baseia-se em espécies de
formigas de climas temperados e na abelha melifera (Apis mellifera) (Breed &
Bennett 1987; Tannure-Nascimento et al., 2008, 2009; Kather & Martin 2015;
Pradella et al.,, 2015). As abelhas-sem-ferrdo (Meliponini) e abelhas meliferas
(Apini) s&o os dois Unicos grupos de abelhas altamente eusociais.

As abelhas com ferrdo e amplamente estudadas sé&o representadas por 11
espécies e todas dentro de um Unico género (Apis), enquanto as abelhas-sem-
ferrdo permanecem relativamente pouco estudadas, apesar de comporem o maior
grupo de abelhas eussociais, compreendendo mais de 400 espécies em
aproximadamente 60 géneros (Rasmussen & Cameron, 2010) e sdo responsaveis
pela polinizacdo de 40 a 90% da flora nativa em algumas regides do Brasil
(Nascimento et al., 2000).

As tribos Apini e Meliponini divergiram entre 80-130 Myr B.P. (Michener &
Grimaldi, 1988; Rasmussen & Cameron, 2010) e, portanto, as formigas, as
abelhas meliferas e as abelhas-sem-ferrdo possuem trajetérias evolutivas muito

diferentes que teriam moldado os seus sistemas de comunicac¢do quimica.
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A maioria das abelhas-sem-ferrdo ocorre em regides neotropicais
(Roubik, 1989) e possuem um ciclo de vida perene (Michener, 2000). Durante a
sua evolucdo, as abelhas-sem-ferrdo adaptaram-se a uma ampla gama de
ambientes climaticos. Por exemplo, no Brasil, a Melipona fasciculata habita areas
muito quentes e aridas (Caatinga e Cerrado), enquanto a M. scutellaris ocorre nas
florestas atlanticas humidas. Portanto, este grupo é ideal e adequado para
investigar-se o efeito do meio-ambiente no seu perfil de HCC.

O objetivo desta investigacdo foi estudar uma espécie (Melipona
fasciculata) em detalhe, usando métodos desenvolvidos em estudos sobre
formigas (Martin et al., 2008a) para identificar qualquer sinal especifico do HCC
de espécie ou coldnia. Foram também coletados dados novos de HCC em outras
quatro espécies de Melipona do Nordeste Brasileiro. Foram entdo combinados
todos os dados novos com os resultados obtidos em estudos publicados sobre
HCC em Melipona, para investigar se um sinal estavel de HCC de espécie existiu
neste grupo. Finalmente, foi usado o banco de dados para determinar quais
grupos de HCC poderiam ser usados no reconhecimento de espécie e qual o
papel do meio-ambiente em moldar os perfis de HCC em abelhas-sem-ferrao na

América do Sul.

Material e Métodos

Amostras de abelhas-sem-ferrdo. Todas as abelhas-sem-ferrdo foram
coletadas em meliponarios no Nordeste (NE) brasileiro nos Estados da Bahia e do
Piaui (Tabela 1 e Fig. 1), os meliponarios onde as amostras de M. fasciculata
foram coletadas no municipio de Piracuruca estavam localizados em regides
diferentes, um ao Norte e outra ao Sul do municipio. Abelhas operarias adultas
foram coletadas colocando um tubo transparente sobre a entrada da colonia.
Todas as col6nias foram amostradas entre outubro de 2014 e maio de 2015.

O numero de individuos coletados foi determinado de acordo com o
objetivo da pesquisa e a quantidade de individuos disponiveis para a coletadas.
Para o estudo detalhado em M. fasciculata foram coletados 10 operarias de cada
uma das seis colbnias que estavam localizadas em trés meliponarios diferentes

separados entre 5 e 70km (Fig. 1). Todos os trés locais estavam-se na regiao
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semiarido, com temperaturas médias de 25°C-28°C e baixa precipitacdo de cerca
de 20 a 40mm por ano. Para avaliar se cada espécie tinha um perfil distinto de
HCC, foram coletados 10 individuos de trés colénias de M. scutellaris e 10
individuos de uma colénia de cada uma das trés espécies: M. asilvai, M.
quadrifasciata e M. subnitida.

Tabela 1. Caracteristicas climaticas e locais de coleta das amostras de abelhas.

Numero de .
. N Numero de o
Locais colonias A Zonas Climaticas
individuos

Chapada Diamantina- BA 1 3 Tropical Seco
Cruz das Almas- BA 2 4 Tropical Seco
Itaberaba- BA 1 3 Tropical Seco

Mutuipe- BA 1 3 Equatorial
Piracuruca- PI 3 30 Tropical Seco
Teresina- Pl 4 40 Tropical Seco

Legenda: BA- Bahia; PI- Piaui

= ‘ Melipona asilvai (1)

Riracuruca

. Melipona fasciculata (6)

Al A Melipona quadrifasciata (1)
ahia

ltaberaba CTuZ das\aimas

Chapada @ f
Diamantina ~ Mutgipe

. Melipona scutellaris (3)

+ Melipona subnitida (1)

Figura 1. Localizacdo geografica e imagens das cinco espécies de Melipona
coletadas nos estados do Piaui e Bahia, no Nordeste do Brasil. Entre parentese é

informado o numero de colbnias por espécie.
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Analise quimica. Como em estudos anteriores de HCC de abelhas-sem-
ferrdo (Abdalla et al., 2003; Kerr et al., 2004), foram removidos os dois pares de
asas de cada abelha e colocados em um frasco de vidro de 50uL de hexano de
grau HPLC. Apo6s 10 min, as asas foram removidas e 0 hexano evaporou-se até
secar. Os frascos foram selados e armazenados a 5°C. Pouco antes da analise,
30uL de hexano de grau HPLC foram adicionados a cada frasco e analisadas em
um Cromatografo Agilent 7890 GC (equipado com uma coluna de UltiMetal de Vf-
5ht; comprimento, 30m; ID, 0,25 mm; pelicula de espessura, 0.1um) conectado a
um Agilent 5975 MSD (espectrometro quadruplo de massa com ionizacdo de
impacto de elétrons de 70 eV). As amostras foram injetadas no modo sem divisdo
com forno programado entre 70 e 200°C a 40° C min™, em seguida entre 200 e
320°C a 25°C min™ e mantidas por 2 min a 320°C. Hélio foi usado como gas de
transporte a um fluxo constante de 1,0 mL min™®. Os dados foram analisados
usando Agilent Chem Station dos bancos de dados padrdo do MS, ions de
diagnostico e seus indices de Kovats para identificacdo dos compostos. As
posicdes de ligacdo dupla do alceno, em seguida, foram determinadas utilizando
derivatizacao de bissulfeto dimetil (DMDS) (Carlson et al., 1989). Os extratos de
asa foram agrupados por espécies (M. asilvai, M. quadrifasciata e M. subnitida)
coletas em apenas um local, ou localizacdo (M. scutellaris e M. fasciculata),
guando cada espécie foi coletada em mais um local, e submetidos a derivatizacao
DMDS e re-analisadas no GC-MS em condi¢des similares como as das amostras
nao-derivatizadas.

Estudos publicados sobre HCC de Melipona. Uma reviséo da literatura
apontou apenas oito estudos anteriores (Abdalla et al., 2003; Kerr et al., 2004,
Pianaro et al., 2007; Ferreira-Caliman et al., 2010; Nascimento & Nascimento,
2012; Leonhart et al., 2013; Quezada-Euan et al., 2013; Santos et al., 2015), que
investigaram um total de 10 espécies de Melipona, todos na América do Sul (Fig.
3). Os dados de Kerr et al. (2004) tiveram valor limitado uma vez que a coluna de
GC-MS foi aguecida a apenas 250°C, ao invés do normal a 320°C, resultando no
HCC mais pesado acima de Nonacosane (C29). Embora Leonhart et al. (2013)
tenham informado apenas as propor¢cdes e 0 numero de grupos compostos, 0s
autores gentilmente forneceram os dados brutos para que M. costaricensis e M.

beecheii pudessem ser incluidos na analise.
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Andlise estatistica. A quantidade (Contagem Total de ions [CTI]) de
cada composto de cada abelha foi convertida em uma porcentagem, ou usando a
‘qguantidade total de ions’, ou a quantidade total de ions de um grupo de
compostos, ou seja, alcenos. A média e o desvio padrao foram entédo calculados
para cada colbnia ou para cada espécie, dependendo da hipétese.

Para investigar se a producdo de quaisquer compostos estd sob o
rigoroso controle regulamentar, foi investigada a correlacdo entre os principais
HCC em espécie e em colbnia, uma vez que iSSo ocorre em muitas espécies de
formigas (Martin & Drijfhout, 2009). Para isso, foi calculado o coeficiente de
regressdo (r’) do CTI de diferentes compostos principais detectados em M.
fasciculata. Esse meétodo pode indicar sub-conjuntos de compostos de
reconhecimento putativos e ajudar a detectar se podem existir quaisquer
diferencas distintas de colénia (Martin et al., 2008a).

A analise discriminante foi usada para investigar se um sinal quimico
especifico da colbnia poderia ser detectado em M. fasciculata usando todos os
HCC ou um subconjunto de alcenos ou alcanos (dados complementares). A
analise foi também utilizada para confirmar as diferencas de espécie claramente

vistas no CTI. Toda a andlise estatistica foi realizada em SPSS v. 22.
Resultados

Perfis HCC para as espécies. Em todas as cinco espécies, 0s seus perfis
foram dominados por uma série de alcanos lineares e olefinas (alcenos e dienos)
variando em comprimentos de cadeia de C23 a C33, dependendo da espécie
(Tabelas 2 e 3). Embora todas as espécies tenham produzido basicamente os
mesmos alcanos, o nimero, o comprimento da cadeia e isbmeros posicionais dos
alcenos, foi exclusivo para cada espécie e compartilhados por todos os individuos
dentro dessa espécie. Nas cinco espécies estudadas, um total de 10 isbmeros de
alceno (Tabelas 2 e 3) foi detectado. Algumas espécies, como M. fasciculata,
tinha apenas um isémero posicional (por exemplo, [Z]-9), enquanto M. asilvai teve
nove isbmeros. Portanto, cada uma das cinco espécies de Melipona estudadas
tinha o seu proprio perfil de HCC muito distinto, mesmo se isso foi apenas

baseado no seu perfil de alceno. Para duas espécies, M. fasciculata e M.
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scutellaris, colbnias de diferentes localidades foram coletadas e os resultados

mostraram que os perfis de espécies, incluindo os seus is6bmeros, foram

consistentes dentro de cada espécie. O perfil de M. scutellaris foi consistente

mesmo quando comparados em locais de caracteristicas ambientais diferentes

(Bahia e Séao Paulo) (Tabela 3).

Tabela 2. Média e desvio padrdo das propor¢cdes de cada hidrocarboneto

cuticular em cinco espécies de Melipona investigadas neste estudo. O numero de

individuos a partir dos quais foram obtidos cromatogramas de ions totais de alta

qualidade é apresentado entre parénteses. Os compostos sdo apresentados na

ordem de retencéo e aqueles em negrito sao os alcanos.

M. M. M. M. M.
Compostos quimicos fasciculata guadrifasciata scutellaris asilvai subnitida
(N=53) (N=6) (N=8) (N=3) (N=10)

(2)-9-Tricoseno 0,2+0,3 0,1+0,0
Tricosano 0,7+0,1 3,0+1,4 1,0+0,1 0,8+0,4
(2)-11-Pentacoseno 0,6+0,7
(2)-10-Pentacoseno 1,5£0,4
(2)-9-Pentacoseno 3,1+1,6 6,614,6 0,5%0,2 2,410,6
(2)-8-Pentacoseno 0,310,1
(2)-7-Pentacoseno 0,9+0,2
(2)-6-Pentacoseno 1,9+0,5
Pentacosano 14+3,3 20,1+4,9 36+2,4 36%4,1
9,11-Metilpentacosano 0,3£0,1
7-Metilpentacosano 0,2+0,1
5-Metilpentacosano 0,4+0,1
3-Metilpentacosano 1,3+0,0
Heptacosadieno 0,1+0,0
(2)-14-Heptacoseno 0,7+0,0
(2)-12-Heptacoseno 0,1+0,0
(2)-11-Hexacoseno 1,1+1,2 0,8+0,7
(2)-10-Heptacoseno 1,1+0,7 0,8+0,3
(2)-9-Heptacoseno 6,2+2,6 44,8+2,7 25,8+5,3 0,9+0,0 1,9+0,6
(2)-8-Heptacoseno 0,5%0,3
(2)-6-Heptacoseno 0.4+0.3
Heptacosano 32,949,7 13,2+0,9 13,0+4,9 6,9+1,3 22,3£3,0
9,11-Methylheptacosano 0,3+0,1 0,2+0,1
7-Methylheptacosano 0,240,1 0,2+0,0
5-Methylheptacosano 0,2+0,1 0,1+0,0
3-Metilheptacosano 0,3+0,0
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Tabela 2. Média e desvio padrdo das propor¢cdes de cada hidrocarboneto

cuticular em cinco espécies de Melipona investigadas neste estudo. O nimero de

individual de operarias, do qual cromatogramas de ions totais de alta qualidade

foram obtidas, é dado entre parénteses. Os compostos sdo dados em ordem de

retencdo e aqueles em negrito séo os alcanos. (Continuacao).

Compostos M M . M ) M ) M.' .
fasciculata  quadrifasciata  scutellaris asilvai subnitida
Quimicos

(N=53) (N=6) (N=8) (N=3) (N=10)
Nonacosadieno 0,1+0,1 0,1+0,0 2,3+0,5
Nonacosadieno 0,3+0,0 0,7+0,3
(2)-15-Nonacoseno 0,8+0,6
(2)-14-Nonacoseno 0,4+0,0 1,0+0,2
(2)-12-Nonacoseno 2,5+1,1
(2)-11-Nonacoseno 0,7+£0,5
(2)-10-Nonacoseno 7,0+0,1 2,4+0,6
(2)-9-Nonacoseno 30,2+11 11,1+0,2 8,913,2 0,31+0,0 14,6+3,5
(2)-8-Nonacoseno 0,3%0,2
(2)-7-Nonacoseno 0,7+0,3
(2)-6-Nonacoseno 2,3+0,5
Nonacosano 9,6+2,9 4,1+0,7 3,919 11+25 4,9+0,8
9,11-Metolnonocosano 1,2+0,1
7-Metilnonocosano 0,9+0,3 5,7+1,3
5-Metilnonocosano 0,4+0,0
3-Metilnonocosano 0,2+0,0
Hentriacontadieno 0,2+0,1 1,2+0,4
Hentriacontadieno 0,5+0,2 1,6+0,4
Hentriacontadieno 0,5+0,3
(2)-15-Hentriaconteno 0,4+0,0
(2)-14-Hentriaconteno 13+3,4
(2)-12-Hentriaconteno 1,7+£0,2 1,6+0,4
(2)-10-Hentriaconteno 0,510,3 1,0+0,2
(2)-9-Hentriaconteno 4,5+1,6 2,310,9 14,446,0 0,5+0,2 3,2+1,0
(2)-7-Hentriaconteno 0,210,1 1,2+0,4
Hentriacontano 2,2+0,6 1,740,8 0,8+0,3 3,311,1
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Tabela 2. Média e desvio padrdo das propor¢cdes de cada hidrocarboneto
cuticular em cinco espécies de Melipona investigadas neste estudo. O numero de
individuos a partir dos quais foram obtidos cromatogramas de ions totais de alta
qualidade é apresentado entre parénteses. Os compostos sdo apresentados na

ordem de retencéo e aqueles em negrito sdo os alcanos. (Continuacéo).

Compostos M M . M. . M . M.'.
quimicos fasciculata quadrifasciata scutellaris asilvai subnitida
(N=53) (N=6) (N=8) (N=3) (N=10)

9,11-Metilhentriacontano 1,4%0,7

Tritriacontadieno 0,1+0,1

Tritriacontadieno 0,4+0,0

(2)-16-Tritriaconteno 2,2+0,7

(2)-14-Tritriaconteno 0,4+0,0

(2)-10-Tritriaconteno 0,1+0,1
(2)-9-Tritriaconteno 0,5+0,5 0,8+0,4

Tabela 3. Comparacdo do numero de isbmeros alceno e dieno em cada
comprimento de cadeia para cada uma das cinco espécies estudadas, além de
todos os estudos anteriores publicados. Os isbmeros de alceno determinados
pela primeira vez neste estudo sao dados em negrito.

ESpéCieS C23:1 C25:1 C27:l C29:1 C31:l C:33:1 Total
(Cas2y  (Carp (Ca922) (Carzy  (Cazp
M. asilvai (Este estudo) ([Z]- 1 3 4(1) 4(2) 3(3) 1(2) 16(8)
16,15,14,12,11,10,9,8,7)
M. asilvai (Nascimento & Nascimento, 2012) 2 3 3(2) 4(2) 15(9)
M.beecheii (Quezada-Euan et al., 2013) 1 1 1 2(1) 1(1) 6(2)
M.beecheii (Leonhart et al., 2013) 1 4 3(1) 2 9(1)
M. bicolor (Abdalla et al., 2003) 1 1 1 3
M. costarisensis (Leonhart et al., 2013) 3 4(1) 4(2) 3(4) 1(1) 15(8)
M. fasciculata (Este estudo) ([Z]-9) 1 1 1 3
M. marginata (Ferreira-Caliman et al., 2010) 1 3 3 2(2) 4(2) 13(4)
M. quadrifasciata (Este estudo) ([Z]-9,14) 1 1 2 1 1 6
M. rufiventris (Pianaro et al., 2007) 2 2 2 2(1) 2(3) 2(2) 12(6)
M. scutellaris (Pianaro et al., 2007) 2 2 2(1) 1 1 8(1)
M. scutellaris (Este estudo) ([Z]-9, 11) 1 2 2 2(1) 1 1 9(1)
M. subnitida (Santos et al., 2015) 3 3 3(2) 2(2) 12(4)
M. subnitida (Este estudo) ([Z]-12,10,9,8,7,6) 3 2 3(2) 2(2) 10(4)
Total 12 32(1) 25(3) 34(16) 24(17)  8(6)

Perfis de HCC em coldnia de M. fasciculata. Nao foram encontradas diferencas
qualitativas especificas entre as seis colbnias de M. fasciculata. Também, ndo

foram encontradas diferencas quantitativas claras e consistentes especificas de
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colonia em alcano ou nos perfis (Z2)-9-alcenos (Fig. 2), indicando que dentro da
colénia, a variacdo € semelhante entre as col6nias. A confirmacao foi realizada
por meio da analise discriminante, que também foi incapaz de separar claramente
as seis colbnias ou trés locais, seja quando todos os HCC ou apenas os (Z)-9-

alcenos foram usadas (Fig. 3).

~C31 Alcanos
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&

I AL AR Lotk ARAAAL
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Porcentagem C2

Porcentagem C27-C21 Alcenos
(5]

: NHENTTITIRTENNn
Coldnia 1 Coléinia 2 Colénia 3 Colénia4 ~ Coldnias  Colbnia 6
Terasina Firacuruca (Morte) Piracuruca (Sul)

Figura 2. Proporcdo de alcanos (superior) e (Z) -9-alcenos (inferior) de 53
individuos de Melipona fasciculata a partir de seis coldnias localizadas em trés
meliponérios no Estado do Piaui. Cada comprimento de cadeias de carbono tem

uma cor diferente C,5 = azul, C,7 = amarelo, Cy9 = vermelho e C3; = preto.
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Figura 3. Anadlise discriminante mostrando a) a separacdo entre cinco espécies
de Melipona; b) Separacéo entre seis colénias de Melipona fasciculata utilizando
apenas os alcenos Z9; e c) Separacao entre seis colénias de Melipona fasciculata

utilizando todos os CHCs- Hidrocarbonetos Cuticulares

Tabela 4. Os valores de correlacdo média (r2) entre os montantes relativos dos
importantes alcanos e (Z)-9-alcenos no perfil de hidrocarboneto cuticular -HCC de

Melipona fasciculata em termos de espécie e da col6nia.

Isdmeros Espécies (n=55) Colbnias (n=6)
Cas5 vs Cy7 0,85 0,87+0,07
Ca7vs Cy 0,93 0,90+0,18
Ca9 Vs C31 0,84 0,81+0,19
(Z)-9-027;1 VS (Z)-9-C29;1 0,93 0,9610,03

(Z)-Q-ng;l VS (Z)-9-C31;1 0,95 0,98+0,02
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Efeito do meio-ambiente no perfil de HCC. Apesar dos HCC terem sido
extraidos usando um método padrdo, a quantidade média de ions diferem
grandemente entre as espécies (Tabela 5). E possivel sugerir que esta diferenca
nao foi associada com o tamanho do corpo, numero de olefinas, localizacdo ou
clima. Foram usados todos os dados disponiveis para procurar qualquer
associagao entre a proporgdo de producao de alcano em espécies e as condigdes
climaticas onde elas foram coletadas (Fig. 4). Isto indica que nenhum padrao claro
foi criado, apesar das amostras terem sido analisadas para varias espécies que

vivem nas varias zonas climaticas muito diferentes (Fig. 4).

Tabela 5. Contagem total de ions de hidrocarbonetos extraidos das asas, 0
ndamero de isdbmeros de alceno e o habitat das cinco espécies de Melipona spp.

de diferentes regiées do Nordeste do Brasil.

Tamanho NUmeros de

Espécies T?ﬁ:sde do corpo isomeros de Habitat
(cm) alcenos
M. asilvai 1,69E+10 0,69 cm 23 Semiarido e
Cerrado

M. scutellaris 3,77E+9 1,20 cm 9 Floresta Umida
M. quadrifasciata 2,84E+9 0,82 cm 7 Cerrado
M. fasciculata 7,30E+7 1,00 cm 3 Semiarido
M. subnitida 5,00E+7 0,88 cm 15 Semiarido
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Figura 4. Proporcao de alcanos (vermelho) e olefinas (amarelo) para dez
espécies de Melipona que foram amostradas em quatro diferentes zonas
climaticas na América Central e do Sul. M. asilvai (Nascimento & Nascimento,
2012); M.beecheii (Quezada-Euan et al., 2013; Leonhart et al., 2013); M.
bicolor (Abdalla et al., 2003; Abdalla et al., 2003); M. costarisensis (Leonhart et
al., 2013); M. marginata (Ferreira-Caliman et al., 2010); M. rufiventris (Pianaro
et al., 2007); M. scutellaris (Pianaro et al., 2007); M. subnitida (Santos et al.,
2015). Adaptado: File:South-America_Koppen_Map.png.

Discussao

Cada perfil de HCC das 10 espécies de Melipona estudadas até agora é
anico, mesmo se baseado somente em sua producdo de isbmero alceno (Tabela
3). Um numero significante de isémeros de alceno foi obtido em apenas cinco
espécies em que determinamos 0s isémeros posicionais. Por exemplo, M. asilvai
apresentou nove isébmeros posicionais (2)-16, (2)-15, (2)-14, (2)-12, (2)-11, (2)-
10, (2)-9, (2)-8 e (2)-7, que, quando combinados com o comprimento diferente do
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carbono da cadeia, resultou na producdo de 23 isbmeros de alceno (Tabela 1).
Este € 0 mais alto nUmero de isdmeros encontrado em qualquer espécie de
Hymenoptera estudada até agora (Kather & Martin, 2015). O Unico outro grupo de
insetos que realmente obteve diversificacdo na producédo de isdmero alceno é a
forma primitiva eusocial de mamangabas (Bombus spp.). Neste grupo, até nove
isdmeros alceno posicionais de (2)-5 a (Z)-21 s&o produzidos, novamente em
padrbes estaveis Unicos especificos de espécie (Martin et al., 2010). Em termos
evolucionarios, mamangabas (Bombini) sdo o grupo irméo de abelhas-sem-ferrdo
(Meliponini) (Koulianos et al., 1999) e podem ajudar a explicar porque esses
grupos diversificaram suas producdes de alceno em relagédo a todos os outros
grupos de Hymenoptera (Kather & Martin 2015).

Apesar dos diversos padrdes de isdbmeros detectados neste estudo, o
namero relatado de alcenos em trés espécies que tinham sido anteriormente
estudadas foi muito semelhante para cada uma das espécies deste estudo
(Tabela 2). Isto ocorreu apesar de terem sido coletadas em locais ou zonas
climaticas totalmente diferentes (Figs. 1 e 2). Esta estabilidade do perfil de HCC
especifico de espécies ao longo de grandes distancias geograficas também foi
encontrada em formigas Formica (Martin et al., 2008b) e Myrmica (Guillem et al.,
2016). Isso ajuda a explicar porque fatores ambientais aparentam ter pouco ou
nenhum impacto no perfil qualitativo de HCC.

Leonhardt et al. (2013) também demonstraram que os alcanos, alcenos e
alcadienes tiveram pouca ou nenhuma correlacdo com a distribuicdo geografica
de abelhas-sem-ferrdo do sudeste da Asia, na Australia e na América Central.
Sugere-se que em moscas Drosophila, o clima afete as propor¢des dos alcanos
produzidos (Rouault et al., 2001), no entanto, ndo foi possivel detectar qualquer
efeito entre os abelhas-sem-ferrdo neotropicas (Fig. 3). Além disso, em M. bicolor,
a proporcdo de alcanos no perfil de HCC variou entre 74% em operarias que
trabalhavam proximo a regido de area de cria para apenas 28% em operarias
forrageiras, ou seja, abelhas responsaveis pela coleta de alimento fora caisa.
(Abdalla et al., 2003). Para M. marginata, foi relatada na situagéo oposta (alcanos
= 45% e 60% de operarias e forrageiras, respectivamente) (Ferreira-Caliman et
al., 2010). Portanto, qualquer resultado pode também ser influenciado pela idade

de abelha amostrada, além de ser especifico de espécie.



92

A importancia dos alcenos como sinais putativos de reconhecimento €
corroborada pela producao de grandes proporgdes de pelo menos um alceno em
cada espécie. Além disso, a correlacdo entre a diferenca de comprimento de
cadeia (Z)-9-alceno é quase 1, ou seja, perfeito, nos principais estudos das
espécies M. fasciculata (Tabela 3). Este padrdo de compostos altamente
correlacionados ocorre amplamente em formigas em HCC usados no
reconhecimento de operarias (Martin & Drijfhout, 2009). Portanto, foi inesperado
gue nenhuma diferenca clara de colbnia foi encontrada entre as seis coldnias de
M. fasciculata, uma vez que o reconhecimento do companheiro de ninho tenha
sido demonstrado estreitamente relacionados a Melipona asilvai (Nascimento &
Nascimento, 2012). Embora a correlagéo dos valores entre os alcenos tenha sido
sempre superior dentro de uma colénia em relacdo a populacdo, o que pode
indicar a existéncia de um perfil especifico de colénia em M. fasciculata, ela é
muito pequena para que tenhamos certeza (Fig. 2).

Seria interessante investigar se um padrao semelhante ocorre em outras
espécies. Um problema central em ecologia quimica € que a sensibilidade dos
insetos a mudanca quimica é muito maior do que somos capazes de detectar,
mesmo com nossos melhores métodos (Informacdo Pessoal do Dr. John Stephen
Martin, 2017). Portanto, a menos que a variagdo de sinais concretos de colonia
sejam grandes (por exemplo, como em Formica exsecta, Martin et al., 2008a),
continua a ser dificil detecta-los, como foi o caso da abelha melifera (Apis
mellifera) (Pradella et al., 2015).
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ARTIGO 4

DETECCAO DO VIRUS DEFORMADOR DE ASAS
EM Melipona fasciculata E Apis mellifera (HYMENOPTERA:
APIDAE) NA REGIAO MEIO NORTE DO BRASIL*

'Nota Cientifica a ser ajustada para posterior submissdo ao Comité Editorial do periédico cientifico
Journal of Apicultural Research, em versdo na lingua inglesa.
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DETECCAO DO VIRUS DEFORMADOR DE ASAS EM Melipona fasciculata E
Apis mellifera (HYMENOPTERA: APIDAE) NA REGIAO MEIO NORTE DO
BRASIL

Resumo: Com o presente declinio de polinizadores em todo o mundo,
pesquisadores buscam uma resposta para a causa da mortalidade das abelhas.
Um dos fatores que tem sido apontado como possivel causador desse declinio é
a acdo de patogenos, e dentre estes, o virus deformador das asas de abelhas
(DWV). A presenca desse virus ja foi detectada em abelhas africanizadas em Séo
Paulo e Bahia. Neste estudo, doi detectada a presenca do virus DWV em M.
fasciculata e A. mellifera no estado do Piaui através de PCR convencional e
gPCR. Até o momento, ndo existem relatos de danos causados por esse virus em
abelhas nos Brasil, no entanto, a presenca deste e sua dispersao para as abelhas
nativas colocam em alerta para possiveis danos futuros que a infeccdo aguda
acometida por esses virus pode causar em abelhas africanizada e nas abelhas

nativas.

Palavra-chaves: DWV, Doenca das Abelhas, Desordem do Colapso das Colonias



99

DETECTION OF THE WING DEFORMER VIRUS OF Melipona fasciculata AND
Apis mellifera (HYMENOPTERA: APIDAE) NA REGIAO MEIO NORTE DO
BRASIL

Abstract: With the present decline of pollinators around the world, researchers
are looking for an answer to the cause of bee mortality. One of the factors that
have been identified as the possible cause of this decline is the action of
pathogens, and among them, the beetle deformer virus (DWV). The presence of
this virus has already been detected in Africanized bees in Sdo Paulo and Bahia.
In this study, the presence of DWV virus in M. fasciculata and A. mellifera in the
state of Piaui was detected through conventional PCR and gPCR. To date, there
are no reports of damage caused by this virus in bees in Brazil, however, the
presence of this and its dispersion to the native bees alert to possible future
damages that the acute infection caused by these viruses can cause in bees And

native bees.

Key words: DWV, Bees Disease, Colony Collapse Disorder
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INTRODUCAO

As abelhas sédo importantes pelo servico de polinizagcdo prestado nos
ambientes naturais e agricolas, bem como pelos produtos que sédo obtidos na
apicultura e meliponicultura (Govan et al., 2000). No entanto, desde 2007 a
populacdo de abelhas no mundo esta em declinio (Maori et al., 2007; Ribiére et
al., 2008). Dentre as varias causas relacionadas com o declinio das abelhas,
destaca-se a ocorréncia de viroses, como a causada pelo virus deformador de
asas (deformed wing virus - DWV) em Apis mellifera (Leat et al., 2000; Tentcheva
et al., 2006; Genersch, 2010).

O DWV é transmitido pelo ectoparasita Varroa destructor, cujas colénias
infestadas tém revelado niveis virais alarmantes, com consequentes perdas
dessas colbnias devido ao comprometimento do desenvolvimento de pupas e
adultos. Na auséncia de V. destructor os niveis de DWV sao baixos, geralmente
causando infec¢des assintomaticas (Ryabov et al., 2014). A concentracéo viral de
DWYV, incluindo as suas estirpes virulentas, sdo transmitidas via oral durante a
fase de larva, causando infeccbes assintomaticas, podendo esta presente em
niveis baixos e tornando possivel que as abelhas infectadas sobrevivam até a
idade adulta e transmitam o virus horizontalmente ou verticalmente para outras
abelhas (Yue e Genersch de 2005).

No Brasil, o DWYV foi detectado em abelhas africanizadas nos estados de
Séao Paulo (Teixeira et al., 2008) e da Bahia (Brettell et al., 2017), despertando o
interesse de pesquisadores brasileiros e estrangeiros para a realizacdo de
estudos de deteccdo e possiveis impactos que esse virus possa causar nessas
abelhas. A transmissdo desse patdgeno entre as espécies de abelhas, por meio
do compartilhamento dos recursos alimentares, tournou-se fator comprovado para
o virus DWV, que também pode contaminar outros insetos que compartilhem dos
mesmos recursos florais (Furst et al., 2014).

Registros de viroses, anteriormente relatados exclusivamente nas
espécies do género Apis, tem sido relatados também para outras espécies de
abelhas, como em Bombus terrestris pelo (Meeus et al., 2014; Mcmahon et al.,
2015; Furst et al., 2014; Parmentier et al., 2014); Scaptotrigona mexicana
(Guzman-Novoa et al., 2016) e em Melipona scutellaris no Brasil (Ueira-Vieira et
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al., 2015). Além do aumento do relato de mortes de colénias de A. mellifera
(Teixeira et al. 2008) e abelhas-sem-ferrdo no Brasil (Jaffé et al., 2015; Ueira-
Vieira et al., 2015).

Esse conjunto de fatores demonstra a importancia da realizacdo de
estudos sobre a ocorréncia do DWV em A. mellifera e abelhas nativas em regides
onde a atividade apicola e meliponicola sdo desenvolvidas. Neste sentido, este
estudo teve por objetivo investigar a presenca do virus DWV em M. fasciculata e
A. mellifera, duas espécies de abelhas de interesse econémico na regido Meio-

Norte do Brasil.
MATERIAL E METODOS
Amostras de abelhas M. fasciculata e A. mellifera assintomaticas para o
virus deformador da asa foram coletadas em dois municipios do Estado do Piaui,

localizado na regido Meio-Norte do Brasil (Tabela 1).

Tabela 1. Numero de amostras e local de coleta de espécimes de Apis mellifera e

Melipona fasciculata provenientes da regido Meio-Norte do Brasil.

Localidade
Teresina Piracuruca Numero
Espécie (03°3033,2"/042°11'40,4")  (04°55'10,5"/41°43'13,6") de
N N abelhas
Apis mellifera 03 - 90
Melipona fasciculata 02 04 60

Legenda: N: niUmero de col6nia por localidade.

Em cada colonia de A. mellifera foram coletadas 30 abelhas e nas
colénias de M. fasciculata foram coletadas 10 abelhas. Apds a coleta, as abelhas
foram imediatamente acondicionadas em recipiente contendo gelo e em seguida
transportadas para o laboratério, e mantidas a -80 °C. As abelhas foram enviadas
para o Laboratorio de Biologia Molecular da Universidade de Salford (Manchester,
Inglaterra) em nitrogénio liquido, por meio de contéiner para transporte de

amostras bioldgicas.
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Extracdo do RNA- As amostras foram maceradas em pool (10 abelhas
em M. fasciculata e 30 abelhas em A. mellifera assintomaticas por amostra, sendo
cada colbnia uma amostra), utilizando nitrogénio liquido, e cadinho e pistilo de
porcelana previamente esterilizados. A extracdo do RNA total foi procedida, com
15 mg do macerado, utilizando mini kit RNeasy (Qiagen®), de acordo com o
protocolo do fabricante, exceto que o RNA foi eluindo em 40 pL de agua livre de
RNase, seguido por quantificagcdo em espectrofotdmetro Nanodrop 8000 (Thermo
Scientific®), para padronizagéo da quantidade de RNA total em 25 ng/pL, antes do
armazenamento a -80 °C (Martin et al., 2012).

One-step PCR para detecgdo de DWV- A sintese do cDNA foi realizada
por transcricdo reversa utilizando o kit One-Step RT-PCR (Qiagen®), de acordo
com o protocolo do fabricante, exceto que foi adicionando 0,25 pL de Rnase In
(Promega®). As amplificacbes foram feitas em termociclador Veriti (Applied
Biosystems®), sendo adicionados os primers; DWVQ F - 5-
TAGTGCTGGTTTTCCTTTGTC-3', e 1 e DWVQ -R1 - 5'-
CTGTGTCGTTGATAATTGAATCTC-3' (Highfield et al. 2009), na realizacdo da
amplificacdo do virus deformador de asas de abelha (DWV). Como controle
negativo foi utilizado agua livre de RNase e para controle positivo utilizou-se RNA
extraido de abelhas A. mellifera europeias que apresentavam deformacbes nas
asas e resultados positivos para o virus em testes realizados previamente.

A programacao utilizada no termociclador para amplificacdo do cDNA
para o DWV foi: 49 °C por 30 minutos (transcriptase reversa), 95 °C por 15
minutos (desnaturacdo), seguido de 94 °C por 15 segundos, 54 °C por 30
segundos e 72 °C por 20 segundos por 40 vezes, para anelamento. Completando
com 72 °C por 10 minutos e finalizando com 4 °C por tempo indeterminado.

Ap6s a PCR as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose a 2%, com hiperladder de 100 Kb e apés visualizado em luz ultravioleta
em camara Gene Snap (Syn Gene®), onde o resultado positivo foi observado em

banda com amplificacéo de 145 pares de bases.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O virus DWYV foi detectado em todas as amostras de A. mellifera e M.

fasciculata (Figura 1).

200pb
100pb

Figura 1- Eletroforese para deteccdo molecular do virus DWV. a) Deteccao
molecular do DWV em Apis mellifera, linha -: controle negativo (agua livre de
Rnase); linha +: controle positivo com amostra positiva para o virus DWV; linha 1-
3, amostras positivas em Apis mellifera. b) Deteccdo molecular do DWV em
Melipona fasciculata, linha -: controle negativo (4gua livre de Rnase); linha +:
controle positivo com amostra positiva para o virus DWV; linha 1-6, amostras

positivas em Melipona fasciculata. Linha L (esquerda) = Ladder de 100 pb.

O presente estudo é o primeiro registro do virus DWV em A. mellifera do
Piaui, bem como em M. fasciculata no Brasil. O DWV ja foi anteriormente
detectado em A. mellifera no sudeste do Brasil, juntamente com registro de
declinio desses insetos (Teixeira et al., 2008) e na Bahia (Brettell et al., 2017).

Ainda néao foi possivel determinar quais 0s possiveis danos que o DWV
possa causar em M. fasciculata ou outras espécies de abelhas-sem-ferrdo, mas ja
se conhece os danos desse virus em A. mellifera, reduzindo a longevidade da
abelha e, consequentemente, levando a morte da colénia (Martin et al., 2012,

Modercai et al., 2015, 2016). Recentemente, foi registrada a deformacéo de asas
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em abelhas africanizadas no Brasil causada pelo DWV. Certamente, qualquer
reducdo potencial da abundancia de espécies de abelhas devido a infeccdes
virais terd impacto nos ecossistemas agricolas e naturais.

Como as abelhas A. mellifera e M. fasciculata partiham dos mesmos
recursos alimentares, como néctar e poélen, esta pode ter sido uma possivel via de
transmissdo desse virus entre essas espécies. Uma vez que o DWV ja foi
detectado em graos de polen (Mazzei et al. 2012). Bem como em outras abelhas-
sem-ferrdo que compartilham pasto com abelhas africanizadas (Guzman-Novoa
et al., 2016; Ueira-Vieira et al. 2015).

No Brasil, os estudos sobre o DWV ainda sao escassos, € pouco se sabe
sobre a dispersao desse virus no pais, tanto em abelhas nativas sem ferrdo como

em A. mellifera.

CONCLUSAO

O presente estudo registra a presenca do virus DWV em Apis mellifera e
Melipona fasciculata na regido Meio-Norte do Brasil. E essa é a primeira deteccao

desse virus na espécie de abelha-sem-ferrdo M. fasciculata.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho avaliou o atual status de diversidade morfolégica em
populacdes de M. subnitida e M. fasciculata da regido Meio-Norte do Brasil,
identificou perfis de hidrocarbonetos cuticulares em Melipona spp. assim como
detectou a presenca do virus de deformacdo de asas em M. fasciculata e A.
mellifera. Destes dados, alguns pontos merecem destaque como sendo
inovadores ou confirmando outras hipoteses j& levantadas em outros trabalhos:

Melipona subnitida é uma espécie de suma importancia para regido de sua
ocorréncia e embora trabalhos venham sendo realizados sobre essa espécie,
identificar populagbes disjuntas dentro de uma mesma regido nos propde
objetivos que possam ser desenvolvidos em pesquisas futuras a fim de desvendar
o real comportamento geogréafico, adaptacdo em ambientes que apresentam
diferentes caracteristicas climaticas de forma que contribuam na criacdo de
estratégias de planos de manejo e conservacao.

As alteracgdes climéaticas vém sendo crescentes nos Ultimos anos e com
tendéncias a maiores mudancas futuras. Os impactos sobre a distribuicdo de
populacbes de abelhas, principalmente Melipona, através das diferencas
ambientais como clima e vegetacdo foram uns dos principais fatores
demonstrados como responsaveis na diferenciacdo morfolégica entre as
populacées de M. fasciculata. Essa € uma evidente necessidade de estudos de
melhoramento desta espécie, principalmente para a resisténcia a alteracfes
climaticas, assim como a urgéncia em criar areas de protecdo para M. fasciculata.

A caracterizacdo sobre perfil quimico de abelhas do Genéro Melipona e
sua relacéo as diferencas climaticas em abelhas do género Melipona também nos
mostra a importancia de entendermos mais claramente questdes sobre o
comportamento desse género.

O estudo sobre a identificacdo de presenca de DWV em abelhas registrou
nao so a presenca do virus como também suas variantes genéticas A, B e C no
Brasil. Essa é a primeira deteccdo desse virus em M. fasciculata e 0s seus
variantes em abelhas no Brasil e América Latina. O que mostra a necessidade de
estudos posteriores que visem avaliar a interagdo do virus com as abelhas

africanizadas e sociais sem ferrdo, uma vez que as variantes mais agressivas ja
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foram detectadas entre as popula¢gBes de abelhas no pais e juntamente com a
presenca do acaro V. destructor esse virus pode causar severos danos para as
colbnias de abelhas.

Certamente ainda restam muitas questdes em aberto quanto a
caracterizacdo populacional, estudos sobre perfis hidrocarbonetos cuticulares e
estudos sobre a identificagcdo viral em abelhas de um modo geral uma vez que a
interacdo entre esses temas € importante para contribuir no aprimoramento de
planos de conservacdo, conscientizacdo quanto a preservacdo de habitats
naturais para as espécies nativas, incentivo e educacao para criagao racional e

manejo adequado.



